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บทคดัย่อ 
 

 เหตุการณ์ความไม่สงบในพืน้ที่จงัหวดัชายแดนภาคใตเ้กดิขึน้มาอย่างยาวนาน 

ส่งผลให้เกิดความสูญเสยีในชวีติ ทรพัย์สิน และความมัน่คงของประเทศ โดยหนึ่งในรูปแบบ  

การก่อเหตุที่นิยมใช้มากที่สุดคือการวางระเบิด โดยเฉพาะระเบิดแสวงเครื่อง  ซึ่งสามารถ

ประกอบขึน้จากวสัดุที่มอียู่ในท้องถิน่ การประกอบและขนย้ายระเบดิแสวงเครื่องด้วยมอืเปล่า

ย่อมเกิดการหลุดลอกของเซลล์ผวิหนังจากผู้ก่อการร้ายไปสู่ส่วนประกอบของระเบิด ท าให้

สามารถตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอและเชื่อมโยงสู่ผู้กระท าผิดได้ อย่างไรก็ตาม การตรวจพิสูจน์       

ลายพิมพ์ดีเอ็นเอจากหลกัฐานระเบิดแสวงเครื่องมอีตัราความส าเร็จต ่า เนื่องจากเซลล์และ       

ดเีอน็เออสิระจากการสมัผสัมปีรมิาณน้อยและไม่สามารถมองเหน็หรอืระบุต าแหน่งบนหลกัฐาน

ได้อย่างชดัเจน ดงันัน้งานวจิยันี้จงึต้องการพฒันาชุดน ้ายาสารเรอืงแสงทีม่ปีระสทิธภิาพในการ

ตรวจระบุต าแหน่งของเซลล์และดเีอน็เออสิระจากการสมัผสับนวสัดุระเบดิแสวงเครื่อง ร่วมกบั

การตรวจพสิูจน์ลายพมิพด์เีอน็เอดว้ยเทคนิคไดเรค็พซีอีาร์ ผลการศกึษาพบว่า สามารถพฒันา    

ชุดน ้ายาสารเรอืงแสงและกระบวนการดงักล่าวไดส้ าเรจ็ โดยใช้สารเรอืงแสง SYBR® Green ที่

ความเข้มข้น 0.9 เท่า ซึ่งส่งผลกระทบต่อคุณภาพลายพิมพ์ดีเอ็นเอน้อยที่สุด ชุดน ้ ายา         

สารเรอืงแสงความเขม้ขน้นี้สามารถเกบ็รกัษาไดด้ทีีสุ่ดทีอุ่ณหภูม ิ -20°C เป็นเวลา 1 วนั โดยยงั

ปรากฎการเรืองแสงที่เข้มในระดับมากที่สุด นอกจากนี้  พบว่าชุดน ้ ายาสารเรืองแสงและ

กระบวนการที่พฒันาขึน้ให้อตัราความส าเรจ็ในการตรวจพสิูจน์ลายพมิพ์ดเีอน็เอจากหลกัฐาน

ระเบิดแสวงเครื่องจ าลองสูงถึงร้อยละ 14.7 และสูงกว่ากระบวนการมาตรฐานของต ารวจ   

พสิูจน์หลกัฐานอย่างมนียัส าคญัทางสถติทิีร่ะดบัความเชือ่มัน่ 95%  
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ABSTRACT 
 

  Bombing cases are the second most frequent means of attack in the 

Southern Thailand’s insurgency. Improvised explosive devices or IEDs are made from 

household items, and the assembling process usually results in the deposition of touch 

DNA on the IEDs. However, STR typing from touch DNA mostly results in low success 

rates due to the low amount of DNA available and our inability to locate areas where they 

have been deposited. To solve this problem, six fluorescent DNA-binding dyes were 

evaluated at various concentrations to find the most efficient dye for touch DNA 

visualization that could also be used with direct PCR to increase success rates of STR 

typing from IED substrates. I found that SYBR® Green I at 0.9X and Diamond™ dye at 

1.4X concentration were the two most efficient dyes. STR profiles from stained samples 

were investigated and indicated that DiamondTM dye inhibited PCR and resulted in fewer 

alleles when compared to SYBR® Green I; thus 0.9X of SYBR® Green I was chosen for 

further testing. The prepared SYBR® Green I dye was stable up to 24 h when stored in 

-20°C. Ten mock IEDs were constructed and investigated either using the developed 

method (visualization and direct PCR) in our laboratory or with the conventional method 

at a forensic police laboratory. The results showed that developed method produced 

significantly more alleles from the IED’s constructor (95% HDI: 0.7 to 10.0 alleles) and 

led to a decrease in non-donor’s allele. Moreover, the fluorescence level was directly 

correlated to the number of alleles obtained. The developed method has the potential to 

transform the way forensic scientists work with evidence potentially containing touch DNA. 
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บทท่ี 1 

บทน ำ 

1. บทน ำต้นเรื่อง 

 ประเทศไทยเป็นประเทศอนัดบั 2 ในภูมภิาคเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต้และเป็น

อนัดบัที่ 16 ที่มรีายงานการก่อการร้ายมากทีสุ่ดจากทัว่โลก [1] โดยพบการก่อเหตุมากทีสุ่ดใน

พื้นที่จงัหวดัชายแดนใต้ น ามาซึ่งความสูญเสยีในชวีติและทรพัย์สนิ เศรษฐกจิ และความมัน่คง

แห่งรฐั [2] โดยตัง้แต่ปี พ.ศ. 2547 จนถงึปัจจุบนัรฐับาลใชง้บประมาณในการแกปั้ญหาจ านวน

มากถงึ 290,910 ล้านบาท [3] จากสถติจิ านวนเหตุการณ์ความไม่สงบในพืน้ที่จงัหวดัชายแดน

ภาคใต้ตัง้แต่ปี พ.ศ. 2547 พบว่ามีจ านวนผู้เสียชวีติกว่า 6,544 ราย จากเหตุการณ์มากถึง 

19,279 เหตุการณ์ ในจ านวนนี้เป็นเหตุระเบดิถงึ 3,937 เหตุการณ์ ซึ่งมสีถติมิากเป็นอนัดบัสอง

รองจากเหตุการณ์ยิง [4] โดยเหตุระเบิดส่วนใหญ่ที่เกิดขึ้นมักเป็นระเบิดประเภทระเบิด      

แสวงเครื่อง (Improvised Explosive Devices, IEDs) ซึ่งเป็นกบัระเบดิประเภทหนึ่งที่ประกอบ

ขึน้จากวสัดุทีม่อียู่หรอืหาไดง้่ายในท้องถิน่ วสัดุที่ใชบ้รรจุมหีลากหลายท าให้ระเบดิแสวงเครื่อง 

มีรูปแบบและลกัษณะที่ไม่แน่นอน ง่ายต่อการซุกซ่อนพกพาและการน ามาใช้ วตัถุพยานที่   

ตรวจพบไดภ้ายหลงัการระเบดิของระเบดิแสวงเครื่องประกอบดว้ย เทปพนัสายไฟ ลวดทองแดง 

แบตเตอรี ่นาฬกิาขอ้มอื โทรศพัทม์อืถอื และสิง่ห่อหุม้ เชน่ กระเป๋า ถงัแก๊ส และท่อพวีซี ี[5] 

 การประกอบและการขนย้ายระเบิดแสวงเครื่องด้วยมือเปล่าย่อมเกิดการ     

หลุดลอกของเซลล์ผวิหนัง (epithelial cell) ผูก้่อการร้ายตดิอยู่บนวสัดุที่เป็นส่วนประกอบของ

ระเบิดแสวงเครื่อง การตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอจากหลักฐานดังกล่าวจึงมีโอกาสในการได้รบั       

ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของผู้ก่อการร้าย น าไปสู่การจบักุมและเข้าสู่กระบวนการยุติธรรมต่อไปได้ 

อย่างไรก็ตามการตรวจพิสูจน์ดเีอน็เอจากวตัถุพยานดงักล่าวมรีายงานอตัราความส าเรจ็ต ่า  

เพียงร้อยละ 7 ส าหรับวสัดุหลักฐานระเบิดแสวงเครื่อง [5] และร้อยละ 12 ส าหรับระเบิด

ไปรษณีย์ภัณฑ์ [6] ในขณะที่ตวัอย่างระเบิดท่อไม่ได้รบัลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่สมบูรณ์เลย [7] 

เนื่องจากเซลล์และดเีอน็เออสิระจากการสมัผสัมปีรมิาณน้อยมาก [8] ถูกท าลายด้วยความรอ้น

จากแรงระเบดิ รวมทัง้เซลล์และดเีอน็เออสิระที่เกดิจากการสมัผสัไม่สามารถมองเหน็หรอืระบุ

ต าแหน่งบนหลกัฐานได ้ท าใหย้ากต่อการไดร้บัลายพมิพด์เีอน็เอทีส่มบูรณ์จากหลกัฐานดงักล่าว 



 
 

2 

ส่งผลให้สูญเสียเวลาและงบประมาณอย่างมหาศาล รวมทัง้เสียโอกาสในการได้รับข้อมูล       

ลายพมิพด์เีอน็เอของผูท้ีเ่กีย่วขอ้งกบัคดกี่อการรา้ยจงัหวดัชายแดนใต ้ส าหรบัเขา้สู่กระบวนการ

ยุตธิรรมต่อไป  

 เทคนิคไดเรคพีซีอาร์ (direct PCR) คือการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอจากตวัอย่าง

โดยไม่ผ่านการสกดั (DNA extraction) และการวดัปริมาณดีเอ็นเอ (DNA quantification) จึง

ช่วยลดระยะเวลาในการตรวจพสิูจน์ และลดค่าใชจ้่ายจากชดุน ้ายาสกดัและชุดน ้ายาวดัปรมิาณ 

ดเีอน็เอ อกีทัง้ยงัพบว่าคุณภาพลายพมิพด์เีอน็เอที่ไดร้บัดกีวา่วธิสีกดัดเีอน็เอแมใ้นตวัอย่างทีม่ี

ปริมาณดีเอ็นเอน้อย [9] ทัง้นี้ เนื่องจากไม่สูญเสียดีเอ็นเอในระหว่างข ัน้ตอนการสกดั และ      

ชดุน ้ายาเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ ส าหรบัเทคนิคดงักล่าวสามารถทนต่อตวัยบัยัง้ปฏกิริยิาพซีอีาร์ได้

มากขึ้น [10] เทคนิคดังกล่าวเริ่มน ามาใช้ครัง้แรกในงานทางจุลชีววิทยา  [10] และทาง

พฤกษศาสตร์ [11, 12] รวมถงึงานด้านนิตวิทิยาศาสตร์ซึ่งถูกน ามาใชเ้พิม่ปรมิาณดเีอน็เอจาก

หลกัฐานทางชวีภาพหลายชนิด เช่น น ้าลาย [13], เลอืด [14], อสุจ ิ[15], รากผม [15], รก [9], 

ชิน้ส่วนจากสตัว์ [16] และอาหาร [17, 18] นอกจากนี้เทคนิคดงักล่าวยงัสามารถให้ลายพิมพ์-   

ดเีอน็เอที่สมบูรณ์และมอีตัราความส าเรจ็ในการตรวจวเิคราะห์ลายพมิพ์ดเีอน็เอสูงในตวัอย่าง   

เซลลแ์ละดเีอน็เออสิระทีเ่กดิจากการสมัผสับนวสัดุหลายชนิด [19-21]  

  สารเรอืงแสง (fluorophore) คอื สารประกอบชนิดหนึ่งซึ่งสามารถเรอืงแสงได้

เมื่อได้รบัการกระตุน้ดว้ยพลงังานในความยาวคลื่นเหมาะสม [22] ส าหรบังานนิตพินัธุศาสตรม์ี

การใช้สารเรืองแสงระบุต าแหน่งของวตัถุพยานชวีภาพบนหลกัฐาน [23-25], ใช้วดัปริมาณ         

ดเีอน็เอดว้ยเทคนิคเรยีลไทมพ์ซีอีาร์ [26] ย้อมเซลล์ตวัอย่างชวีภาพต่างๆ เช่น น ้าลาย รากผม 

รวมทัง้มกีารประยุกตใ์ชส้ารเรอืงแสงเพื่อระบุต าแหน่งของลายนิ้วมอื หรอืเซลลแ์ละดเีอน็เออสิระ

ที่เกดิจากการสมัผสับนหลกัฐานและตรวจวเิคราะหล์ายพมิพ์ดเีอน็เอจากตวัอย่างดงักล่าว [27-

32] อย่างไรกต็ามงานวจิยัเหล่านี้ยงัไม่ประสบความส าเรจ็ในการตรวจวเิคราะหล์ายพมิพด์เีอน็เอ

ทีม่คีุณภาพดจีากวตัถุพยานทีเ่รอืงแสง อกีทัง้ไม่มีรายงานการทวนสอบเทคนิคและกระบวนการ

ดงักล่าวในหลกัฐานระเบดิแสวงเครื่องจ าลองมาก่อน   

 ดงันัน้งานวจิยันี้จงึตอ้งการพฒันากระบวนการตรวจพสิูจน์ดเีอน็เอจากหลกัฐาน

ระเบดิแสวงเครื่องทัง้ระบบ ซึ่งรวมถงึการพฒันาชุดน ้ายาสารเรอืงแสงส าหรบัระบุต าแหน่งของ 

ดเีอน็เอทีเ่กดิจากการสมัผสัและพฒันากระบวนการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอที่เรอืงแสงนี้ด้วยเทคนิค
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ไดเรค็พซีอีาร ์รวมทัง้ศกึษาอายุการใชง้านและวธิกีารเกบ็รกัษาชดุน ้ายาสารเรอืงแสง นอกจากนี้

ยงัตอ้งการทวนสอบการใชง้านจรงิของชดุน ้ายาและกระบวนการทีพ่ฒันาขึน้ทัง้ระบบในตวัอย่าง

ระเบิดแสวงเครื่องจ าลอง เพื่อเป็นประโยชน์ต่อหน่วยงานตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอทัง้สถาบนั        

นิตวิทิยาศาสตร ์กระทรวงยุตธิรรม และศนูยพ์สิูจน์หลกัฐานทัว่ประเทศ 
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2. กำรตรวจเอกสำร 

 2.1 สถำนกำรณ์ควำมไม่สงบในจงัหวดัชำยแดนภำคใต้ของประเทศไทย 

 สถานการณ์ความไม่สงบในจงัหวดัชายแดนภาคใตข้องประเทศไทยมจีุดเริม่ต้น

ตัง้แต่ปี พ.ศ. 2491 จากเหตุการณ์การปะทะระหวา่งเจ้าหน้าที่รฐักบักลุ่มชาวไทยมุสลมิเชือ้สาย

มลายู ณ อ าเภอจะแนะ จงัหวดันราธวิาส ต่อมาในปี พ.ศ. 2547 เกดิเหตุการณ์บานปลายอกีครัง้

จากการปล้นปืนที่กองพนัพฒันาที่ 4 จงัหวดันราธวิาสโดยกลุ่มผูก้่อการร้ายทีต่้องการแบ่งแยก

ดนิแดน สถานการณ์ความรุนแรงในจงัหวดัชายแดนภาคใต้นี้เกดิขึน้อย่างต่อเนื่องดว้ยรูปแบบ

ต่างๆ ทัง้การบุกโจมต ีลอบวางระเบดิ ลอบวางเพลงิ ซุ่มยงิ และปล้นอาวุธจากฐานปฏบิตักิาร

ของรัฐ [2] จากสถิติจ านวนเหตุการณ์ความไม่สงบในพื้นที่จ ังหวดัชายแดนภาคใต้ตัง้แต่ปี    

พ.ศ. 2547 ถึง พ.ศ. 2560 พบว่าเกิดเหตุการณ์ทัง้สิ้น 19,279 เหตุการณ์ มีผู้เสียชวีติ 6,544 

ราย และผู้ได้รบับาดเจ็บ 12,963 ราย ในจ านวนเหตุการณ์ทัง้หมดเป็นเหตุการณ์ระเบิดถึง 

3,937 เหตุการณ์ คิดเป็นอันดบัสองรองมาจากเหตุการณ์การยิง [4] โดยตัง้แต่ช่วงกลางปี    

พ.ศ. 2550 จนถงึปัจจุบนั มกีารใชว้ตัถุระเบดิแสวงเครื่องร่วมกบัการซุ่มโจมตดีว้ยอาวธุเพิม่มาก

ขึน้ เหล่านี้ส่งผลกระทบต่อเศรษฐกจิ การท่องเทีย่ว ชวีติและความเป็นอยู่ของประชาชนในพื้นที่

จงัหวดัชายแดนใต้ ได้แก่ จงัหวดัปัตตานี นราธิวาส ยะลา รวมทัง้อ าเภอจะนะ อ าเภอเทพา 

อ าเภอนาทว ีและอ าเภอสะบา้ยอ้ยในจงัหวดัสงขลา ตัง้แต่ปี พ.ศ. 2547 จนถงึปัจจุบนัรฐับาลใช้

งบประมาณในการแกปั้ญหาจ านวนทัง้สิน้ 290,901 ลา้นบาท [3] สูญเสยีอาวธุปืนจากเหตุการณ์

ปล้นปืนรวมกว่า 2,004 กระบอก [33] อกีทัง้ยงัเกดิความเสยีหายในสถานที่และทรพัย์สนิทาง

ราชการจ านวนมาก 

 2.2 ระเบิดแสวงเครื่อง 

 ระเบดิแสวงเครื่องเป็นรูปแบบหนึ่งของกบัระเบดิ ซึ่งเป็นการน าเอาวสัดุทีม่อียู่

ในทอ้งถิน่หรอืวสัดุทีส่ามารถจดัหาไดง้่ายมาประกอบขึน้ ระเบดิแสวงเครื่องสามารถดดัแปลงได้

หลายรูปแบบและไม่มีลกัษณะที่แน่นอน ท าให้ง่ายส าหรบัผู้ก่อการร้ายในการจดัหาวตัถุดบิ   

การซุกซ่อนพกพา การประดษิฐ์ และการน ามาใช ้แต่จะเป็นการยากส าหรบัเจ้าหน้าที่ในการ

ตรวจค้นและเกบ็กู้ โดยผลของการระเบิดสามารถก่อให้เกดิอนัตรายได้จากการกระแทกของ

แรงดนัที่กระจายออกในทุกทศิทาง ความร้อน เปลวไฟ และที่ส าคญัคอื สะเกด็ระเบดิทีเ่กดิจาก

ภาชนะบรรจุ หรอืเศษวสัดุทีเ่พิม่เตมิเขา้ไปในตวัระเบดิ [5] 
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 ระเบดิแสวงเครื่องสามารถแบ่งประเภทตามระบบการท างานได ้ 3 ระบบ ไดแ้ก่ 

ระบบสารเคม ีซึ่งเป็นการผสมสารเคมหีลายชนิด ท าให้เกดิปฏกิริยิากนัแล้วเกดิการระเบดิขึน้ 

แต่ระบบนี้ไม่เป็นที่นิยมกนัมากนักเพราะขัน้ตอนการประดษิฐ์ยุ่งยากและไม่สามารถควบคุม

เวลาที่จะให้เกดิการระเบดิได้แน่นอน เป็นอนัตรายต่อผูป้ระดษิฐ์ ระบบที่สอง คอื ระบบกลไก 

เป็นการใชอุ้ปกรณ์ทางกลไกหรอืวสัดุใดๆมาท าใหว้งจรของวงจรระเบดิท างาน เช่น กลไกการ

กด-ยก เหมอืนกบักลไกของกบัระเบดิ การดงึ-ปล่อย เหมอืนกบักลไกของลูกระเบดิขวา้ง และ

การใชก้ลไกลานนาฬกิา เป็นตน้ และระบบสุดทา้ยคอืระบบไฟฟ้า เป็นการใชอุ้ปกรณ์ทางไฟฟ้า

หรอือุปกรณ์ทางอเิลก็ทรอนิกส์มาควบคุมการจุดระเบดิ เช่น การใชโ้ทรศพัท์มอืถอื เพจเจอร์ 

โทรศัพท์ไร้สาย รีโมทคอนโทรล และวิทยุบังคับ มาประกอบกับเชื้อประทุไฟฟ้า ระเบิด       

แสวงเครื่องรูปแบบนี้เป็นทีน่ิยมกนัมากในพืน้ทีจ่งัหวดัชายแดนภาคใต ้เนื่องจากประดษิฐไ์ดง้่าย 

สามารถก าหนดเวลาและควบคุมจงัหวะการท างานได ้สามารถควบคุมการท างานไดใ้นระยะไกล 

และสามารถสร้างความซับซ้อนตอบสนองต่อวตัถุประสงค์ของผู้ประดิษฐ์ได้หลายรูปแบบ 

ตวัอย่างของระเบิดแสวงเครื่องที่พบเห็นได้บ่อยและใช้กนัในปัจจุบนั เช่น ระเบิดที่ติดตัง้ใน

รถยนต์ (car bomb) รถจกัรยานยนต์ (motorcycle bomb) ไปรษณียภัณฑ์ ท่อน ้า กล่อง และ

กระเป๋า เป็นตน้ [34] 

 2.3 ควำมรู้พืน้ฐำนทำงนิติพนัธศุำสตรแ์ละกระบวนกำรตรวจพิสจูน์ดีเอน็เอ  

  การตรวจพสิูจน์ดเีอน็เอมนุษย์เป็นเครื่องมอืหลกัของงานด้านนิตวิทิยาศาสตร์ 

มวีตัถุประสงคก์ารวเิคราะหเ์พื่อระบุเอกลกัษณ์บุคคล หรอืตรวจสอบความสมัพนัธข์องเครอืญาติ

จากวตัถุพยานชวีภาพทัง้จากสถานที่เกดิเหตุหรือผู้ต้องสงสยั โดยใช้เครื่องหมายพนัธุกรรม

ต าแหน่ง short tandem repeat (STR) ซึ่งเป็นส่วนของสารพนัธุกรรมในนิวเคลยีสทีป่ระกอบไป

ดว้ยล าดบัเบสซ ้าแบบต่อเนื่อง มขีนาดของล าดบัเบสแกนกลางจ านวนประมาณ 4-5 เบส จ านวน

ซ ้าของเครื่องหมายพนัธุกรรมดงักล่าวมคีวามผนัแปรระหว่างบุคคลสูง จงึเหมาะที่จะน ามาใช้

ร่วมกบัการค านวณทางสถิติเพื่อพิสูจน์เอกลกัษณ์บุคคล นอกจากนี้เครื่องหมายพนัธุกรรม

ดงักล่าวยงัมีขนาดสัน้คือประมาณ 100-500 คู่เบส จึงเพิ่มโอกาสในการได้รบัผลลายพิมพ์-       

ดเีอน็เอจากวตัถุพยานทางชวีภาพที่เสื่อมสภาพ ในปัจจุบันมกีารศกึษาและรายงานต าแหน่ง 

STR มากกว่า 20,000 ต าแหน่ง จากจ านวนทัง้หมดประมาณ 1 ล้านต าแหน่ง อย่างไรกต็าม    

มเีพยีงประมาณ 20 ต าแหน่งเท่านัน้ที่ถูกใชอ้ย่างแพร่หลายเพื่อการพสิูจน์เอกลักษณ์บุคคลใน

งานนิติพันธุศาสตร์ ทัง้นี้ส านักงานสอบสวนกลาง (Federal Bureau of Investigation, FBI) 
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ก าหนดต าแหน่ง STR มาตรฐานทัง้สิ้น 20 ต าแหน่ง เพื่อใช้ในการพิสูจน์เอกลกัษณ์บุคคล 

ในขณะทีเ่ครอืขา่ยนิตพินัธุศาสตรแ์ห่งสหภาพยุโรป (European Network of Forensic Science 

Institutes, ENFSI) ก าหนดต าแหน่ง STR มาตรฐานทัง้สิ้น 12 ต าแหน่งเพื่อใช้ในการพิสูจน์

เอกลกัษณ์บุคคล ชุดตรวจพสิูจน์ลายพมิพ์ดเีอน็เอจงึรวมต าแหน่ง STR มาตรฐานเหล่านี้และ

ต าแหน่งยนีอะมโิลจนิิน (Amelogenin gene) ส าหรบัระบุเพศในการวเิคราะหเ์พยีงครัง้เดยีว ท า

ให้สะดวกต่อการวิเคราะห์ และผลการวิเคราะห์มีความถูกต้องน่าเชื่อถือเนื่องจากอ านาจ      

การจ าแนกระหวา่งบุคคลสูง [35] 

  ส าหรับกระบวนการตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอ ประกอบด้วย 5 ข ัน้ตอนหลัก คือ        

1) การระบุต าแหน่งของวตัถุพยานชวีภาพบนหลกัฐานด้วยการตาเปล่า หรอืแหล่งก าเนิดแสง

ทางเลอืก จากนัน้เกบ็กูด้เีอน็เอจากหลกัฐาน 2) สกดัดเีอน็เอเพื่อคดัแยกและท าบรสิุทธิด์เีอน็เอ

ให้ได้ปริมาณและคุณภาพที่ดี ปราศจากสิ่งปนเป้ือนต่างๆที่อาจยับยัง้ปฏิกิริยาพีซีอาร์             

3) วดัปริมาณดีเอ็นเอที่สกดัได้จากขัน้ตอนก่อนหน้าด้วยเทคนิคเรียลไทม์พซีีอาร์ ( real time 

PCR) เพื่อทราบปรมิาณดเีอน็เอที่สกดัได้ ส าหรบัควบคุมคุณภาพและประเมนิความส าเร็จใน

การตรวจวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ 4) เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอต าแหน่งเป้าหมายทัง้หมดใน        

หลอดทดลองด้วยเทคนิคพซีีอาร์ (PCR) และ 5) แยกและตรวจวดัแถบดเีอน็เอเป้าหมายทีเ่พิม่

ปรมิาณขึน้ โดยใชเ้ทคนิคแคปิลลารอีเิลก็โทรโฟรซีสิ (capillary electrophoresis) [36] 

 2.4 เซลลแ์ละดีเอน็เออิสระท่ีเกิดจำกกำรสมัผสั (touch DNA)  

  การสมัผสัวตัถุใดๆ จะท าใหเ้กดิการถ่ายโอนเซลลแ์ละดเีอน็เอจากผูส้มัผสัไปยงั

พื้นผวิของวตัถุนัน้ [37] ดงันัน้เซลล์และดเีอ็นเออสิระที่เกดิจากการสมัผสั (touch DNA) ของ

ผูก้่อการร้ายที่สมัผสัลงบนวสัดุหลกัฐานต่างๆ ทัง้จากการใชช้วีติประจ าวนั การหยบิจบัอาวุธ

และการประกอบระเบดิแสวงเครื่อง จงึกลายเป็นวตัถุพยานส าคญัที่สามารถใชร้ะบุเอกลกัษณ์

บุคคลของผูส้มัผสัและเชื่อมโยงกลบัไปชีต้วัผูก้่อการร้ายได ้วตัถุพยานเซลลแ์ละดเีอน็เออสิระที่

เกดิจากการสมัผสันี้ถอืเป็นวตัถุพยานที่ตรวจพบมากทีสุ่ดในคดกี่อการร้าย และสามารถน าไปสู่

การจับกุมผู้กระท าผิดเข้าสู่กระบวนการยุติธรรมได้บ่อยครัง้ อย่างไรก็ตามพบว่าอัตรา

ความส าเรจ็ของการตรวจพสิูจน์เซลลแ์ละดเีอน็เออสิระทีเ่กดิจากการสมัผสันี้มเีพยีงแค่ประมาณ

ร้อยละ 10 ของจ านวนหลกัฐานทัง้หมดเท่านัน้ [5, 7, 38] อกีทัง้ลายพมิพ์ดเีอน็เอที่ได้รบัมกัมี

คุณภาพต ่า กล่าวคอื เป็นลายพมิพด์เีอน็เอทีไ่มส่มบูรณ์หรอืไดจ้ านวนอลัลลีเพยีงบางส่วน ท าให้
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ไม่สามารถใชเ้ชื่อมโยงกบัผูต้้องสงสยัหรอืใชใ้นชัน้ศาลได้ ปัจจุบนัการเกบ็กู้ เซลล์และดเีอน็เอ

อิสระที่เกิดจากการสมัผสับนหลกัฐานนัน้นิยมใช้สองวธิี ได้แก่ วธิีเทปยึด (tape lifting) และ    

ไม้ส าลพีนัปลายจุ่มสารละลายต่างๆ (swabbing) ซึ่งการเลอืกใชว้ธิเีกบ็กู้ดเีอน็เอนัน้ขึน้อยู่กบั

ลกัษณะทางกายภาพของหลกัฐานแต่ละประเภท 

 2.5 เทคนิคไดเรค็พีซีอำร ์

 เทคนิคไดเรค็พซีีอาร์ เป็นการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอจากวตัถุพยานทางชวีภาพ

โดยไม่ผา่นกระบวนการสกดัและวดัปรมิาณดเีอน็เอ จงึสามารถลดระยะเวลาและค่าใชจ้่ายในการ  

ตรวจพิสูจน์ได้เนื่องจากละขัน้ตอนการใช้ชุดน ้ายาจากทัง้สองกระบวนการดงักล่าว เทคนิค 

ไดเรค็พซีีอาร์ยงัลดความเสี่ยงต่อการปนเป้ือนดเีอน็เอที่ไม่เกี่ยวขอ้งจากขัน้ตอนการสกัดที่มี

ความซบัซ้อนและยุ่งยาก ใชต้วัอย่างปรมิาณน้อยมากในการตรวจวเิคราะห์ รวมทัง้เพิม่โอกาส

และคุณภาพผลการวเิคราะห์มากขึน้ดว้ย [39-42] เทคนิคดงักล่าวนี้เริม่น ามาใชค้รัง้แรกในงาน

ทางจุลชวีวทิยา [43] และทางพฤกษศาสตร์ [12] ส าหรบังานด้านนิตวิทิยาศาสตร์นัน้ เทคนิค

ไดเรค็พซีอีาร์ถูกน ามาใชเ้พิม่ปรมิาณดเีอน็เอจากหลกัฐานทางชวีภาพหลายชนิดได้ส าเรจ็ เช่น 

น ้าลาย เลือด อสุจิ รากผม รก ชิ้นส่วนจากสตัว์ [9, 13, 14, 16, 44] รวมทัง้เซลล์และดเีอน็เอ

อสิระที่เกดิจากการสมัผสับนวสัดุที่เป็นเสื้อผา้ กระจก พลาสตกิ กระสุนปืน สายไฟ แผงวงจร

ไฟฟ้า ถุงซิปลอ็ค เส้นใยเสื้อผา้ และตวัอย่างระเบดิแสวงเครื่องจ าลอง [9, 19-21, 45, 46] ทัง้นี้

ความส าเรจ็ของการเพิม่ปรมิาณดเีอน็ด้วยเทคนิคไดเรค็พซีีอาร์นี้เป็นผลมาจากหลายปัจจยัที่

เกี่ยวขอ้ง เช่น การปรบัปรุงส่วนประกอบหลกัที่ส าคญัของปฏกิริยิาพซีีอาร์ หรอืมกีารเตมิสาร

บางชนิดในสารละลายบฟัเฟอร์ เช่น การใส่ bovine serum albumin (BSA) หรือการพฒันา

เอนไซมด์เีอน็เอโพลเีมอรเ์รส เพื่อใหม้คีวามทนทานต่อสารยบัยัง้ปฏกิริยิาพีซอีาร์ทีป่นเป้ือนมา

พรอ้มตวัอย่าง [13, 18, 47] เป็นตน้  

 2.6 สำรเรืองแสง 

 สารเรืองแสง คือสารประกอบที่มโีครงสร้างทางเคมปีระกอบด้วยการรวมกนั

ของสารกลุ่มอะโรมาตกิ (aromatic group) กบัโมเลกุลที่มโีครงสร้างแบบระนาบ (plane) หรอื

แบบวง (cyclic) ที่เชื่อมกันด้วยพันธะโควาเลนต์ (covalent bond) เมื่อสารเรืองแสงได้รับ

พลังงานในรูปของแสง อิเล็กตรอนในอะตอมของสารเรืองแสงจะถูกกระตุ้นไปสู่ภาวะเร้า 

(excited state) ท าใหเ้กดิความไม่เสถยีร เมื่ออเิลก็ตรอนกลบัสู่ภาวะพืน้ (ground state) จะคาย
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พลงังานในรูปพลงังานแสงทีม่คีวามยาวคลื่นในช่วงที่ตามองเหน็ (visible light) ได้และไม่มกีาร

คายความร้อน โดยพลงังานที่ถูกคายออกมานี้จะเป็นพลงังานทีม่คีวามยาวคลื่นมากกว่าและมี

ปรมิาณน้อยกว่าพลงังานแสงทีร่บัเขา้ไป ทัง้นี้ความยาวคลื่นที่สามารถกระตุ้นสารเรอืงแสงและ

ความยาวคลื่นที่สารเรืองแสงปลดปล่อยออกมาจะแตกต่างกนัไปในขึน้อยู่กบัโครงสร้างของ   

สารเรืองแสงแต่ละชนิด [22] สารเรืองแสงถูกน ามาประยุกต์ใช้ในหลายประเภท เช่น ใช้เป็น    

ตวัตรวจจบัการเคลื่อนที่ของโมเลกุลของเหลวในการศกึษาทางเคมีและฟิสิกส์  [48], ใช้เป็น        

สารตัง้ต้นของเอนไซมใ์นการศกึษาทางชวีเคมี [49] และใชต้ดิฉลากดเีอน็เอเป้าหมายเพื่อบอก

ปรมิาณและคุณภาพของดเีอน็เอ [36] สารเรอืงแสงที่มรีายงานการใชส้ าหรบังานชวีวทิยาระดบั

โมเลกุลมหีลายชนิด ดงัรายละเอยีดทีแ่สดงในตารางที ่1 

 สารเรืองแสงมีกลไกการเข้าจับกับดีเอ็นเอหลายรูปแบบขึ้นกับชนิดของ       

สารเรืองแสง ซึ่งประกอบด้วย กลไกการแทรกกลางระหว่างคู่เบสของดเีอน็เอ (intercalating 

mechanism) โดยกลไกนี้เกดิขึ้นได้เนื่องจากดเีอน็เอสายคู่คลายเกลียวออกในองศาที่ต่างกนั

ตามชนิดของสารเรืองแสงเพื่อท าให้เบสคู่สมแยกออกจากกันและเกิดเป็นช่องว่าง ซึ่ง                

สารเรอืงแสงหรอืโมเลกุลของสารที่มรีูปร่างเป็นวงแหวน (ring structure) และสารที่ไม่ชอบน ้า 

(hydrophobic) จะสามารถเข้าจบัได้ สารเรืองแสงที่มีกลไกการเข้าจบักบัดีเอ็นเอในรูปแบบ

ดงักล่าว ได้แก่ สารเรอืงแสง Ethidium bromide, สารเรอืงแสง SYBR® Safe DNA Gel stain 

และสารเรืองแสงSYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain เป็นต้น [50] สารเรืองแสงบาง

ประเภทมกีลไกการเขา้จบักบัดเีอน็เอบรเิวณร่องเลก็ของเกลยีวดเีอน็เอ (minor groove binding 

mechanism) ตรงต าแหน่งที่มเีบสอะดนีีนและไทมนีมาก สารเรอืงแสงที่มกีลไกการเขา้จบักับ   

ดเีอน็เอในรูปแบบดงักล่าว ได้แก่ สารเรอืงแสง 4,6-diamidino-2-phenylindole หรอื DAPI [28] 

นอกจากนี้ยงัมกีลไกการเขา้จบักบัดเีอน็เอรูปแบบอื่นๆ เชน่ การอาศยัความเสถยีรของข ัว้ไฟฟ้า

โดยประจุบวกของ Thiazole group กับประจุลบที่หมู่ฟอสเฟตของดีเอ็นเอ (electrostatic 

interaction) ทัง้นี้กลไกการเข้าจับกับดีเอ็นเอแต่ละรูปแบบส่งผลต่อความไววิเคราะห์และ

ความจ าเพาะของการจบักบัดเีอน็เอ โดยพบวา่สารเรอืงแสงทีส่ามารถจบักบัดเีอน็เอไดโ้ดยอาศยั

ทัง้กลไกการแทรกกลางระหว่างคู่เบส และการอาศยัความเสถียรของขัว้ไฟฟ้าจะสามารถ     

เรืองแสงเพิ่มขึ้นเป็น 1,000 เท่าเมื่อจบักบัดีเอ็นเอ ในขณะที่สารเรืองแสงประเภท DAPI จะ  

เรอืงแสงเพิม่ขึน้เพยีง 20 เท่า [28] 
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ตำรำงท่ี 1 รายละเอยีดของสารเรอืงแสงทีม่รีายงานการใชส้ าหรบังานชวีวทิยาระดบัโมเลกุล  

กลุ่ม กลุ่มย่อย ช่ือสำรเคมี โครงสร้ำงทำงเคมี 
กลไกในกำร

จบัดีเอน็เอ 

ควำมยำว

คล่ืนแสง     

(ดดู/คำย) 

ค่ำกำร

เรืองแสง 

(QY) 

กำรซึมผ่ำน

เย่ือหุ้มเซลล ์

ควำมเป็นพิษ/

กำรก่อมะเรง็ 
อ้ำงอิง 

Cyanine 

TO-PRO 

Family 

(monomer) 

PO-PRO-1 
 

Intercalation 435 / 455 0.39 No ND [51-53] 

PO-PRO-3 

 

Intercalation 539 / 567 0.57 No ND [53, 54] 

YO-PRO-1 

 

Intercalation 491 / 509 0.44 No ND [53, 54] 

YO-PRO-3 

 

Intercalation 612 / 631 0.16 No ND [53, 54] 

TO-PRO-1 

 

Intercalation 515 / 531 0.25 No ND [53, 54] 
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TO-PRO-3 

 

Intercalation 642 / 661 0.11 No ND [53, 54] 

TO-PRO-5 

 

Intercalation 747 / 770 ND No ND [53, 54] 

JO-PRO-1 

 

Intercalation 530 / 546 0.38 No ND [53, 54] 

TOTO Family 

(dimer) 

POPO-1 
 

Intercalation 434 / 456 0.6 No ND [53, 54] 

POPO-3 
 

Intercalation 534 / 570 0.46 No ND [53, 54] 

BOBO-1 
 

Intercalation 462 / 481 0.22 No ND [53, 54] 

BOBO-3 
 

Intercalation 570 / 602 0.39 No ND [53, 54] 

YOYO-1 
 
Intercalation 489 / 509 0.52 No ND [53, 54] 

YOYO-3 
 

Intercalation 612 / 631 0.15 No ND [53, 54] 

TOTO-1 
 

Intercalation 514 / 533 0.34 No ND [53, 54] 
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TOTO-3 
 

Intercalation 642 / 660 0.06 No ND [53, 54] 

JOJO-1 

 

Intercalation 529 / 545 0.44 No ND [53, 54] 

LOLO-1 

 

Intercalation 565 / 579 0.40 No ND [53, 54] 

SYTO 

SYTO Blue 

(SYTO 40-

45) 

ND  Intercalation 
420-455 / 

441-484 
ND Yes ND [54, 55] 

SYTO 

Green 

(SYTO 9-16, 

18, 20-25) 

ND Intercalation 
485-521 / 

498-556 
0.08-0.76 Yes ND [54, 55] 

SYTO 

Orange 

(SYTO 80-

86) 

ND Intercalation 
528-567 / 

544-583 
ND Yes No / ND [54, 55] 
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SYTO Red 

(SYTO17, 

59-64)  

Intercalation 
599-657 / 

619-678 
0.16-0.39 Yes ND [54-56] 

SYTOX 

SYTOX 

Blue 
ND Intercalation 445 / 470 ND No ND [54, 57] 

SYTOX 

Green 
 

Intercalation, 

Electrostatic 
504 / 523 0.53 No (live cell) ND [54, 58] 

SYTOX 

Orange 
ND Intercalation 547 / 570 0.9 No ND [54, 59] 

SYTOX Red ND Intercalation 640 / 658 ND No ND [54, 60] 

Other 

PicoGreen 

 

Intercalation 502 / 523 0.53 No ND 
[54, 61, 

62] 

SYBRGold ND Intercalation 495 / 537 0.6 0.66 ND 
[54, 63, 

64] 

SYBRGreen 

I 

 

Intercalation, 

Electrostatic, 

Minorgroove 

binding 

494 / 521 0.8 Yes ND / No [50, 54] 
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SYBRSafe 

 

Intercalation 502 / 530 >0.2 Yes No / Very low [54, 65] 

Phenanthridine 

Ethidium 

bromide 

 

Intercalation 520 / 600 0.26 No 
Yes / Yes 

(strong) 
[50, 66] 

Propidium 

iodide 

 

Intercalation 535 / 617 0.13 No Yes / Yes 
[54, 63, 

67] 

GelRed 

 

Intercalation 302 / 590 ND No No / No [50] 
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Hexidium 

iodide 

 

Intercalation 518 / 600 ND Yes ND [54, 67] 

Dihydro-

ethidium 

 

Intercalation 518 / 605 ND Yes No / Yes [67] 

Ethidium 

homodimer-

1 

(EthD-1)  

Intercalation 528 / 617 ND No ND [54, 67] 

Ethidium 

homodimer-

2 (EthD-2) 
 

Intercalation 535 / 624 ND No ND [54, 67] 

Ethidium 

Monoazide 

 

Intercalation 520 / 600 0.75 No Yes / Yes [67-70] 
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Acridine 

Acridine 

Orange 
 

Intercalation, 

Electrostatic 
500 / 525 0.15 Yes 

Yes (weak) / 

ND 

[67, 71, 

72] 

Acridine 

Homodimer 

 

Intercalation 431 / 498 ND No Yes / ND [67] 

ACMA 
 

Intercalation 419 / 483 0.6 ND Yes / Yes 
[13, 67, 

73] 

GelGreen 

 

Intercalation 500 / 530 ND No No [50] 
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Indole and 

Imidazole 

Bisbenzimi-

dazole 

derivatives 

(Hoechst) 

Hoechst 

33342 

 

Minor groove 

binding 
350 / 461 0.38 Yes ND / Yes [63, 67] 

Hoechst 

33258 
 

Minor groove 

binding 
352 / 461 0.42 Yes ND / Yes [63, 67] 

Hoechst 

34580 

 

Minor groove 

binding 
392 / 440 ND Yes ND / Yes [67] 

Hoechst 

S769121 
 

Minor groove 

binding 
355 / 495 ND Yes ND / Yes [67] 

4,6-

diamidino-2-

phenylin-dole 

DAPI 

 

Intercalation,

Minor groove 

binding 

358 / 461 0.34 Weak No / Yes [74] 
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Other 

7-AAD 

(7-

Aminoactino

-mycin D) 
 

Intercalation 546 / 647 0.05 Weakly ND [67, 75] 

RedSafe ND Unknown 
309, 419, 

514 / 537 
ND Yes No [50] 

Diamond™ 

Dye 
ND 

External 

binding 
494 / 558 ND Yes Weak [50] 

EvaGreen™ 

 

Intercalation 500 / 530 ND No Low / No [76] 

 

(QY คอื Quantum yield และ ND คอื ไม่มขีอ้มูล)
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 2.7 งำนวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 

  กำรประยกุต์ใช้สำรเรืองแสงในงำนนิติพนัธศุำสตร ์

  สารเรอืงแสงถูกน ามาประยุกต์ใชใ้นหลายสาขาวชิาทัง้ทางฟิสกิส์ [48] ชวีเคม ี

[49] รวมถงึในงานทางชวีวทิยาและชวีวทิยาระดบัโมเลกุล [77] ส าหรบังานดา้นนิตพินัธุศาสตร์

หรอืการประยุกตใ์ชค้วามรูท้างพนัธุศาสตรเ์พื่อสบืคน้หาขอ้เทจ็จรงิในคดคีวามนัน้ สารเรอืงแสง

ถูกน ามาประยุกต์ใชร้่วมกบัเทคนิคเรยีลไทมพ์ซีอีาร์ในขัน้ตอนการวดัปรมิาณดเีอน็เอที่สกดัได้

จากหลกัฐานก่อนการตรวจวเิคราะห์ลายพมิพ์ดีเอน็เอ ข ัน้ตอนดงักล่าวมเีป้าหมายเพื่อทราบ

ปรมิาณดเีอน็เอมนุษยท์ีส่กดัมาได ้ส าหรบัควบคุมคุณภาพและประเมนิความส าเรจ็ในการตรวจ

วิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ โดยอาศยัหลักการติดฉลากสารเรืองแสงหรือโพรบเรืองแสงที่       

ไพร์เมอร์และกระตุ้นการเรืองแสงจากแหล่งก าเนิดแสงเพื่ อช่วยในการตรวจวัดปริมาณ

ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่เพิม่ขึ้นได้ ฉลากสีที่ใช้ในการตรวจวดัปริมาณดีเอ็นเอมนุษย์ด้วยเทคนิค

เรียลไทม์พีซีอาร์ที่นิยมใช้ ได้แก่  Intercalating dye หรือ SYBR Green I [78], Molecular 

Beacon [79] และ Hydrolysis Probe ซึ่งมีกลไกการเรืองแสงที่แตกต่างกนัและมีขอ้ด-ีข้อเสยี

เฉพาะตวั แต่อย่างไรกต็ามส าหรบัการวดัปรมิาณดเีอน็เอมนุษยใ์นงานนิตพินัธุศาสตรน์ัน้นิยมใช้ 

Hydrolysis Probe ที่มีชื่อเรียกทางการค้าว่า TaqMan เนื่องจากมีความถูกต้องแม่นย าสูง มี

ความไวในการวเิคราะห์สูง สามารถวดัปรมิาณดเีอน็เอของมนุษย์ในปรมิาณน้อย และในช่วง

ปรมิาณดเีอน็เอที่พบจากวตัถุพยานชวีภาพได ้รวมถงึสามารถตรวจวเิคราะหข์อ้บ่งชีอ้ ื่นๆ เช่น

การระบุเพศหรอืการเสื่อมสภาพของดเีอน็เอไดพ้รอ้มกบัการวดัปรมิาณดเีอน็เอในปฏกิริยิาเดยีว 

[80] ปัจจุบันมีการพฒันาชุดตรวจวดัปริมาณดีเอ็นเอมนุษย์แบบส าเร็จรูปส าหรับใช้ในงาน      

นิตพินัธุศาสตร์ที่มกีารทวนสอบการใชง้านตามมาตรฐานสากลเพื่อใชป้ระโยชน์ในเชงิพาณิชย์

ส าหรบัหน่วยงานนิตพินัธุศาสตรท์ัง้ภาครฐัและเอกชนทัว่โลก [81, 82] 

  สารเรืองแสงยงัถูกน ามาประยุกต์ใช้ตรวจหาหรือระบุต าแหน่งร่องรอยของ 

คราบเลอืดบนวตัถุพยานบนหลกัฐานหรอืในสถานทีเ่กดิเหตุ ก่อนท าการเกบ็วตัถุพยานดงักล่าว

ส าหรบัน าไปตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอเพื่อระบุบุคคลที่เกี่ยวข้องกับคดีในเชิงลึกต่อไป ชุดน ้ายา      

สารเรืองแสงที่ใช้เพื่อว ัตถุประสงค์นี้ ได้แก่ น ้ ายาลูมินอล (Luminol) [23] ฟลูออเรสซิน 

(Fluorescein) [24] และ บลูสตาร์ (BlueStar) [83] ทัง้นี้การตรวจหาร่องรอยคราบเลือดจาก   

สารเรืองแสงดังกล่าวอาศยัหลักการเปล่งแสงของสารตัง้ต้น ( luminescence) ร่วมกับการ
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เกดิปฏกิริยิาคลา้ยกบัเอนไซม์เปอรอ์อกซเิดส (peroxidase-like activity) สารเรอืงแสงดงักล่าวมี

คุณสมบตัใินการเปล่งแสงเมื่อไดร้บัพลงังานและตอ้งการกลบัสู่สภาวะเสถยีร โดยปกตจิะปรากฏ

ในรูปของเมด็ (tablet) หรอืผง (powder) และต้องน ามาละลายในสารละลายด่างที่มไีฮโดรเจน-

เปอรอ์อกไซดห์รอืโซเดยีมเปอรบ์อเรทเป็นองคป์ระกอบหลกัก่อนการน าไปใชท้ดสอบเลอืด หาก

มกีารปรากฏของเลอืด ฮมีจะเป็นตวัเร่งปฏกิริยิาไฮโดรไลซสิของไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดเ์พื่อให้

เกิดโมเลกุลน ้ า ส่งผลให้สารเรืองแสงตัง้ต้นถูกดึงอิเล็กตรอนไปใช้ในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส

ดงักล่าวและเกดิเป็นอกีโมเลกุลซึ่งมโีครงสร้างทีไ่ม่เสถยีร สารนี้จงึเกดิการคายพลงังานปรากฏ

ในรูปของการเปล่งแสงขึน้เพื่อให้โมเลกุลของสารตัง้ต้นนัน้กลบัมาอยู่ในสภาวะเสถยีรอีกค รัง้ 

น ้ายาลูมนิอลและฟลูออเรสซนิไม่ส่งผลกระทบต่อคุณภาพลายพมิพด์เีอน็เอ [84] ในขณะทีค่ราบ

เลอืดที่ผ่านการตรวจสอบดว้ยชุดน ้ายา BlueStar ในบางรายงานพบคุณภาพลายพมิพ์ดเีอน็เอ

ลดลง และบางรายงานพบวา่คุณภาพไม่ลดลง [84, 85]  

  ในปี พ.ศ. 2552 พบรายงานการประยุกต์ใชส้ารเรอืงแสงย้อมเซลล์รากผมใน

ระยะเทโลเจน (telogen phase) ซึ่งเป็นระยะทีเ่สน้ผมหยุดการเจรญิเตบิโตแต่ยงัคงแต่ยงัฝังตวั

อยู่ในผวิหนงั จงึมกัพบเป็นหลกัฐานส าคญัในงานนิตวิทิยาศาสตร์ งานวจิยัดงักล่าวสามารถเพิม่

อตัราความส าเรจ็ในการตรวจวเิคราะหล์ายพมิพด์เีอน็เอจากรากผมไดส้ าเรจ็ โดยย้อมสรีากผม

ดว้ยสารเรอืงแสงชนิด 4,6-diamidino-2-phenylindole หรอื DAPI ซึ่งสามารถเขา้จบัระหวา่งเบส 

T และ A ของดเีอน็เอสายคู่ เมื่อถูกกระตุ้นด้วยแสงความยาวคลื่นประมาณ 372 นาโนเมตรจะ

เกิดการเรืองแสงสีฟ้า แสดงให้เห็นต าแหน่งของนิวเคลียสภายในเซลล์ [86] ต่อมาในปี        

พ.ศ. 2557 มีการพฒันากระบวนการตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอจากเซลล์รากผมด้วยสารเรืองแสง

ดังกล่าวให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น โดยใช้เทคนิคการย้อมสีรากผมโดยตรงบนสไลด์กล้อง

จุลทรรศน์และนบัจ านวนนิวเคลยีสทีเ่รอืงแสงก่อนการตรวจวเิคราะหล์ายพมิพด์เีอน็เอ ซึ่งพบวา่

การใชน้ิวเคลยีส เรอืงแสงจ านวนมากกว่า 50 นิวเคลยีส จะให้ผลลายพมิพ์ดเีอน็เอที่สมบูรณ์

ดว้ยอตัราความส าเรจ็รอ้ยละ 100 ในขณะทีร่อ้ยละ 96 ของรากผมทีไ่ม่ปรากฏการเรอืงแสงของ

นิวเคลยีสไม่ไดร้บัผลลายพมิพด์เีอน็เอ [87] ภายหลงัมรีายงานการประยุกตใ์ชส้ารเรอืงแสงชนิด

อื่นๆในการยอ้มสรีากผมกอ่นตรวจวเิคราะหล์ายพมิพด์เีอน็เอ เชน่ SYBR® Green, DiamondTM 

Dye, GelGreenTM, EvaGreenTM และ  RedsafeTM [88] ร วมทั ้ง มีก า รประยุ กต์ ใ ช้ เ ทคนิค      

ไดเรค็พซีอีารใ์นการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอและตรวจวเิคราะห์ลายพมิพด์เีอน็เอจากเซลล์รากผมที่

เรอืงแสงดงักล่าว ผลการศกึษาพบวา่สารเรอืงแสงดงักล่าวสามารถใชย้อ้มสเีซลรากผมไดส้ าเรจ็
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และพบอตัราความส าเรจ็ในการได้รบัลายพมิพ์ดีเอน็เอที่สมบูรณ์หรือ High partial profile สูง 

อย่างไรก็ตามการประยุกต์ใช้เทคนิคไดเร็คพีซีอาร์จากเซลล์รากผมเรืองแสงนัน้มีอัตรา

ความส าเรจ็ต ่าในรากผมระยะหยุดการเจรญิเตบิโต [27] นอกจากนี้มกีารศกึษาระยะเวลาการ

เรอืงแสงจากเซลลร์ากผม โดยพบวา่สารเรอืงแสง SYBR® Green และ DiamondTM มรีะยะเวลา

การเรอืงแสงประมาณ 7 วนัและ 1 เดอืนตามล าดบั [89] 

  ต่อมามกีารประยุกต์ใช้สารเรอืงแสงตรวจหาดเีอน็เอที่เกดิจากการสมัผสัเพื่อ

ระบุต าแหน่งของลายนิ้วมอืบนหลกัฐาน โดยใชร้่วมกบัการใชแ้หล่งก าเนิดแสงทางเลอืกรูปแบบ

ต่างๆ [28] โดยท าการศกึษาเปรยีบเทียบสารเรืองแสง 6 ชนิด (SYBR® Green, Diamond™ 

Dye, GelGreen™, GelRed™, EvaGreen™ แล ะ  RedSafe™) ที่ เ ห ม า ะ สมที่ สุ ด ส า ห รับ

วตัถุประสงคด์งักล่าว รวมทัง้ศกึษาผลกระทบของสารเรอืงแสงนี้ต่อการตรวจวเิคราะหล์ายพมิพ์

ดเีอน็เอในขัน้ตอนต่างๆทัง้การสกดัดเีอน็เอ การเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ และการตรวจวเิคราะหล์าย

พิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิคแคปิลลารีอิเล็กโทรโฟรีซิส ผลการศึกษาพบว่าสารเรืองแสงชนิด 

SYBR® Green ปรากฏความเขม้ของการเรอืงแสงมากที่สุดเมื่อเขา้จบักบัลายนิ้วมือ [32] แต่

พบว่าเกดิความล้มเหลวในการตรวจวเิคราะห์ลายพมิพ์ดเีอน็เอจากลายนิ้วมอืทีม่กีารเรอืงแสง

จากสารเรืองแสงชนิด SYBR® Green นี้ [90] เนื่องจากสารเรืองแสง SYBR® Green ส่งผล

กระทบในด้านลบต่อกลไกการสกดัดเีอน็เอโดยใช้ตวักรองซิลิกา ในขณะที่สารเรืองแสงชนิด 

GelGreen™ ไม่ส่งผลกระทบต่อคุณภาพลายพิมพ์ดีเอ็นเอ แต่ไม่เหมาะสมน ามาใช้ส าหรบั

ตรวจหาลายนิ้วมอืเนื่องจากความเขม้ของการเรอืงแสงต ่า [50, 90] งานวจิยัดงักล่าวนี้จงึยงัไม่

สามารถน าไปใชป้ระโยชน์ไดจ้รงิในงานนิตพินัธุศาสตร์ ต่อมาในปี พ.ศ. 2561 กลุ่มวจิยัเดมินี้ใช้

สารเรอืงแสง DiamondTM Dye ศกึษาความสามารถในการปลดปล่อยดีเอน็เอของแต่ละบุคคล 

(shedder status) บนพื้นผวิวสัดุกระจกสไลด์ [30] และพบว่าสารเรืองแสง DiamondTM Dye 

สามารถใชแ้ยกบรเิวณทีอ่าสาสมคัรเคยสมัผสัและไม่เคยสมัผสัไดอ้ย่างชดัเจน โดยผลการศกึษา

สอดคลอ้งกบัการทดลองเดยีวกนัภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ [29]  
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3. วตัถปุระสงค ์

3.1 เพื่อศกึษาชนิดและความเขม้ขน้ของสารเรอืงแสงที่เหมาะสมที่สุดส าหรบัตรวจหา        

ดเีอน็เอที่เกดิจากการสมัผสับนหลกัฐานระเบดิแสวงเครื่อง 3 ชนิด ได้แก่ ท่อพวีซีี เทปกาวพนั

สายไฟ และแผงวงจรไฟฟ้า 

3.2 เพื่อศกึษาผลกระทบของสารเรืองแสงที่เลือกใช้ ต่อคุณภาพลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่

ไดร้บั 

 3.3 เพื่อศกึษาอายุการใช้งานและวธิีการเก็บรกัษาที่เหมาะสมที่สุดส าหรบัชุดน ้ ายา   

สารเรอืงแสงทีพ่ฒันาขึน้ 

 3.4 เพื่อทวนสอบการใช้งานจริงของชุดน ้ ายาสารเรืองแสงและกระบวนการตรวจ

วเิคราะหล์ายพมิพด์เีอน็เอด้วยวธิไีดเรค็พซีอีารท์ีพ่ฒันาขึน้ในตวัอย่างระเบดิแสวงเครื่องจ าลอง 

(mock casework sample) 

3.5 เพื่อเปรียบเทียบความส าเรจ็ในการตรวจวเิคราะห์ลายพมิพ์ดเีอน็เอจากตวัอย่าง

ระเบิดแสวงเครื่องจ าลองด้วยกระบวนการที่พฒันาขึน้กบักระบวนการมาตรฐานของต ารวจ

พสิูจน์หลกัฐาน 
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บทท่ี 2 

วิธีกำรวิจยั 

1. กำรเตรียมวสัดอุปุกรณ์ท่ีใช้ในกำรทดลอง 

 งานวิจัยนี้ท าการทดลองโดยใช้วสัดุอุปกรณ์ที่เป็นส่วนประกอบของระเบิด  

แสวงเครื่องที่พบได้บ่อยในพื้นที่จงัหวดัชายแดนใต้จ านวน 3 ชนิด ได้แก่ เทปกาวพนัสายไฟ

ยีห่อ้ 3M แผงวงจรไฟฟ้า และท่อพวีซี ีรวมทัง้วสัดุต่างๆส าหรบัใชใ้นการทดลองประกอบระเบดิ

แสวงเครื่องจ าลอง โดยก่อนทดลองจะน าวสัดุแต่ละชนิดมาท าความสะอาดเพื่อให้ปราศจาก     

ดเีอน็เอทีป่นเป้ือน ดงันี้ 

 1.1 เทปกำวพนัสำยไฟ ย่ีห้อ 3M  

 ตดัเทปกาวพนัสายไฟให้เป็นชิ้นเลก็ๆ ความยาวประมาณชิน้ละ 4 เซนตเิมตร 

น ามาวางให้ด้านเหนียวหงายขึ้นภายใต้รังสียูวเีป็นเวลา 1 ชัว่โมง เพื่อท าให้ดีเอ็นเอที่อาจ

ปนเป้ือนอยู่บนวสัดุเสยีสภาพ ก่อนน ามาใชใ้นการทดลอง (ภาพที ่1) 

 

ภำพท่ี 1 วธิกีารเตรยีมวสัดุเทปกาวพนัสายไฟโดยการวางภายใตร้งัสยีูว ี

 

 1.2 แผงวงจรไฟฟ้ำ 

 ล้างแผงวงจรไฟฟ้าขนาดประมาณ 2.5X3 เซนตเิมตร ด้วยน ้ายาล้างจานเพื่อ

ขจดัคราบสกปรก จากนัน้แช่ลงในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด์ (Clorox) ความเข้มข้น   

ร้อยละ 10 เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แล้วขดัท าความสะอาด เพื่อท าลายและชะล้างดีเอ็นเอที่อาจ
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ปนเป้ือนอยู่ออก จากนัน้วางภายใต้รังสียูวีเป็นเวลา 1 ชัว่โมง เพื่อท าให้ดีเอ็นเออื่นที่อาจ

หลงเหลอือยู่บนวสัดุเสยีสภาพก่อนน ามาใชใ้นการทดลอง (ภาพที ่2)  

  

ภำพท่ี 2 วธิีการเตรียมวสัดุแผงวงจรไฟฟ้าโดยการล้างในน ้ายาล้างจาน สารละลายโซเดยีม-   

ไฮโปคลอไรดแ์ละการวางภายใตร้งัสยีูว ี

 

 1.3 ท่อพีวีซี 

 ตัดท่อพีวีซีให้เป็นชิ้นขนาดประมาณ 3X5 เซนติเมตร ก่อนล้างด้วยน ้ ายา     

ลา้งจานเพื่อขจดัคราบสกปรก จากนัน้แชล่งในสารละลายโซเดยีมไฮโปคลอไรดค์วามเขม้ขน้รอ้ย

ละ 10 เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แล้วขดัท าความสะอาด และวางภายใต้รงัสียูวเีป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

เชน่เดยีวกบัวสัดุแผงวงจรไฟฟ้า (ภาพที ่3)  

 

ภำพท่ี 3 วธิีการเตรียมวสัดุท่อพีวซีีโดยการล้างในน ้ายาล้างจาน สารละลายโซเดียมไฮโป -   

คลอไรดแ์ละการวางภายใตร้งัสยีูว ี
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 1.4 วสัดปุระกอบระเบิดแสวงเครื่องจ ำลอง 

  ระเบดิแสวงเครื่องจ าลองที่เลอืกใชใ้นการทดลองนี้เป็นระเบิดแสวงเครื่องระบบ

ไฟฟ้า ซึ่งเป็นการใช้อุปกรณ์ทางอิเล็กทรอนิกส าหรับควบคุมการจุดชนวนระเบิดและเป็น

ลักษณะของระเบิดแสวงเครื่องที่พบบ่อยในคดีก่อการร้ายจังหวดัชายแดนภาคใต้ของไทย 

เนื่องจากสามารถประดษิฐ์ไดง้่ายและสามารถก าหนดเวลาการท างานได้ โดยงานวจิยันี้เลอืกใช้

วสัดุที่พบได้บ่อยในคดีดงักล่าวส าหรบัการทดลอง อย่างไรก็ตามเพื่อความปลอดภัยในการ

ทดลอง แผงวงจรไฟฟ้าทีใ่ชจ้ะไม่มวีงจรส าหรบัจุดระเบดิจรงิ รวมถงึไม่ไดบ้รรจุดนิระเบดิเขา้ไป

ในตวัระเบิดจ าลองนี้ด้วย ซึ่งวสัดุที่ใช้เป็นส่วนประกอบของระเบิดแสวงเครื่องจ าลองในการ

ทดลองนี้มที ัง้หมด 6 ชนิด ได้แก่ 1) แบตเตอรีข่นาด 9 โวลต์ 2) สวทิชไ์ฟพลาสตกิ 3) เทปกาว

พนัสายไฟยี่ห้อ 3M 4) สายไฟ 5) แผงวงจรไฟฟ้า และ 6) ท่อพวีซีีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3 

นิ้ว ความยาว 40 เซนติเมตร พร้อมฝาปิดท่อ 2 ข้าง วสัดุทัง้หมดจะถูกท าความสะอาดให้

ปราศจากดเีอน็เอด้วยการล้างในน ้ายาโซเดยีมไฮโปคลอไรด์และวางภายใต้รงัสยีูวเีป็นเวลา 1 

ชัว่โมง ก่อนน าไปใหอ้าสาสมคัรประกอบระเบดิแสวงเครื่องจ าลอง 

  การประกอบระเบดิแสวงเครื่องจ าลอง เริม่ต้นจากการชีแ้จงและท าความเขา้ใจ

กบัอาสาสมคัรจ านวน 5 คน เกี่ยวกบัข ัน้ตอนการประกอบระเบิดแสวงเครื่องอย่างละเอียด 

พร้อมทัง้ทดลองประกอบระเบดิให้เกดิความคุ้นเคย ก่อนประกอบระเบดิแสวงเครื่องที่จะใชใ้น

การทดลอง โดยให้อาสาสมคัรล้างมือด้วยสบู่แล้วท ากิจวตัรประจ าวนัตามปกติเป็นเวลา 1 

ชัว่โมง ยกเวน้การสวมถุงมอื แล้วจงึลงมอืประกอบระเบดิแสวงเครื่องจ าลองดว้ยแรงสมัผสัและ

ท่าทางที่อาสาสมคัรถนดัตามปกต ิจ านวน 2 ชุด โดยเวน้ช่วงเวลาในการประกอบระเบดิแต่ละ

ชุดห่างกนัอย่างน้อย 24 ชัว่โมง การประกอบระเบดิเริ่มจากใช้เทปกาวพนัแบตเตอรี่ 2 ก้อน   

เขา้ดว้ยกนั จากนัน้ต่อสายไฟจากขัว้ของแบตเตอรี ่2 สาย สายแรกต่อเขา้กบัสวทิชไ์ฟ และสาย

ทีส่องต่อกบัสายไฟอกีเสน้หนึ่งแลว้พนัปมดว้ยเทปกาว จากนัน้น าปลายสายไฟเสน้สุดทา้ยไปตอ่

เขา้กบัแผงวงจรไฟฟ้า หลงัจากต่อวงจรทัง้หมดเสรจ็สิ้น วสัดุทัง้หมดจะถูกบรรจุลงในท่อพวีซีี 

ปิดฝาทัง้สองข้างของท่อพีวีซีแล้วพันปิดด้วยเทปกาวพันบริเวณรอยต่อ รูปแบบระเบิด       

แสวงเครื่องจ าลองแสดงดงัภาพที ่4  
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ภำพท่ี 4 วสัดุทีใ่ชใ้นการประกอบระเบดิแสวงเครื่องจ าลอง ประกอบดว้ย (1) แบตเตอรีข่นาด 9 

โวลท ์(2) สวชิทไ์ฟฟ้า (3) เทปกาวพนัสายไฟ (4) สายไฟ (5) แผงวงจรไฟฟ้า และ (6) ท่อพวีซี ี 

 

2. กำรเตรียมตวัอย่ำงเซลลแ์ละดีเอน็เออิสระจำกกำรสมัผสับนวสัดรุะเบิดแสวงเครื่อง 

 คดัเลอืกอาสาสมคัรจ านวน 10 คน ทัง้เพศชายและหญิงทีม่อีายุ 20-40 ปี และ

เป็นผูท้ีม่สีุขภาพแขง็แรงสมบูรณ์เขา้ร่วมการทดลอง จากนัน้ใหอ้าสาสมคัรทุกคนลา้งมอืดว้ยสบู่ 

แล้วท ากิจวตัรประจ าวนัตามปกติเป็นเวลา 1 ชัว่โมง ยกเว้นการสวมถุงมือ เมื่อครบเวลาที่

ก าหนดให้อาสาสมคัรสมัผสัวสัดุทดลองโดยใชน้ิ้วหวัแม่มอืกดลงบนวสัดุที่เตรยีมไวด้งัอธบิาย

ขา้งต้นด้วยแรงสมัผสัปกต ิพร้อมทัง้ขยบันิ้วสมัผสัวสัดุเป็นเวลาประมาณ 1 นาท ีดงัแสดงใน

ภาพที ่5 ก่อนจะน าวสัดุทดลองเหล่านี้ไปใชศ้กึษาในขัน้ตอนถดัไป  

 ทัง้นี้ งานวิจัยนี้ได้ใช้ตัวอย่างที่เป็นสารคัดหลัง่จากมนุษย์ ซึ่ง ได้แก่เยื่อบุ   

กระพุง้แกม้ และเซลลแ์ละดเีอน็เออสิระจากการสมัผสั ดงันัน้จงึไดด้ าเนินการขออนุมตัจิรยิธรรม

การท าวจิยัในมนุษย์ สาขาวทิยาศาสตร์สุขภาพ มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ โดยยึดหลกั

จรยิธรรมของประเทศเฮลซิงก ิ (Declaration of Helsinki) และแนวทางการปฏบิตักิารวจิยัทาง

คลนิิกทีด่ ี(The International Conference on Harmonization in Good Clinical Practice) โดย

มเีอกสารอนุมตัริหสัโครงการ HSc-HREC-61-005-02-1 
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ภำพท่ี 5 วธิกีารเตรยีมตวัอย่างเซลลแ์ละดเีอน็เออสิระจากการสมัผสับนวสัดุทีเ่ป็นส่วนประกอบ

ของระเบดิแสวงเครื่อง 

 

3. กำรเปรียบเทียบชนิดและควำมเข้มข้นของสำรเรืองแสงส ำหรบัใช้ในกำรตรวจหำ      

ดีเอน็เอท่ีเกิดจำกกำรสมัผสับนหลกัฐำนระเบิดแสวงเครื่อง 

  การศกึษานี้ท าการทดลองหาความเขม้ขน้ที่เหมาะสมของสารเรืองแสงแต่ละ

ชนิดส าหรบัตรวจหาดเีอน็เอที่เกดิจากการสมัผสับนวสัดุหลกัฐานระเบดิแสวงเครื่อง จ านวน 6 

ช นิ ด  ไ ด้ แ ก่  SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain (Invitrogen, California, USA), 

Diamond™ Nucleic Acid Dye (Promega, Wisconsin, USA), SYTOX® Green Nucleic Acid 

Stain (Thermo Fisher Scientific, California, USA), SYBR® Safe DNA Gel stain (Invitrogen), 

EvaGreen™ Fluorescent DNA Stain (Biotium, California, USA) แ ล ะ  GelRed™ Nucleic 

Acid Stain (Biotium) โดยมเีกณฑ์ในการเลอืกดงันี้คอื 1) เป็นสารที่สามารถจบักบัดเีอน็เอแลว้

ใหก้ารเรอืงแสงเมื่อส่องผา่นแสงทางเลอืก (external light source) ได ้2) มรีายงานการน ามาใช้

ตรวจหาดเีอน็เอได้ส าเรจ็และมีประสทิธภิาพดี 3) มคีวามเป็นพษิต ่าและปลอดภยัต่อผูใ้ช้งาน 

โดยในการทดลองนี้ได้เจอืจาง สารเรอืงแสงดว้ยน ้ากลัน่ที่ความเขม้ขน้ในช่วง 0.1X-100X ก่อน

จะบรรจุสารเรืองแสงที่เจือจางแล้วลงในขวดสเปรย์ขนาด 50 มิลลิลิตร และฉีดพ่นลงบนวสัดุ

หลกัฐานระเบดิที่ผ่านการสมัผสัจากอาสาสมคัร จากนัน้ตรวจหาการเรอืงแสงโดยใช้พลงังาน

กระตุน้จากเครื่องก าเนิดแสงทางเลอืกโพลไีลท ์(Rofin Polilight PL-500) ทีค่วามยาวคลื่น 302-

505 นาโนเมตร แล้วจึงถ่ายภาพด้วยกล้องดิจิตอล (OLYMPUS TG-850) ผ่านแว่นกรอง    

ความยาวคลื่นแสง จากนัน้ประเมนิความเขม้ของการเรอืงแสงที่สงัเกตได้ โดยท าการทดลอง

ทัง้หมดซ ้าจ านวน 10 ครัง้ในแต่ละชุดการทดลอง จากอาสาสมคัร 10 คน ภาพรวมของการ

ทดลองนี้แสดงดงัภาพที ่6 
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ภำพท่ี 6 แผนการศกึษาชนิดและความเขม้ขน้ของสารเรอืงแสงทีใ่ชใ้นการตรวจหาดเีอน็เอทีเ่กดิ

จากการสมัผสับนหลกัฐานระเบดิแสวงเครื่อง  

 

  ทัง้นี้เพื่อเป็นการควบคุมการทดลองให้เป็นมาตรฐานเดียวกนัทัง้งานวจิยั  จึง

สรา้งแถบเปรยีบเทยีบความเขม้ของการเรอืงแสงขึน้ในงานวจิยันี้ เพื่อใชป้ระเมนิและใหค้ะแนน

ความเขม้ของการเรอืงแสงที่สงัเกตได้จากการทดลอง โดยใชน้ ้ายาสารเรอืงแสงฉีดพ่นลงบน    

ดีเอ็นเอเจือจางที่ความเข้มข้นต่างๆ ท าการทดลอง 3 ซ ้า เพื่อประเมินความเข้มของการ      

เรอืงแสงทีม่ากทีสุ่ดและน้อยทีสุ่ด จากนัน้ถ่ายรูปการเรอืงแสงโดยควบคุมแสงจากภายนอก แลว้

ให้คะแนนความเขม้ของการเรอืงแสง โดยที่ระดบั 5 แสดงถงึการเรอืงแสงทีเ่ขม้ทีสุ่ด แล้วลดลง

ตามล าดับจนถึงระดบั 1 ซึ่งแสดงถึงความเข้มในการเรืองแสงน้อยที่สุด แถบเปรียบเทียบ   

ความเขม้ของการเรอืงแสงแสดงดงัภาพที่ 7 ก่อนจะน าภาพถ่ายของตวัอย่างมาประเมนิ และให้

คะแนนความเขม้ของการเรอืงแสง  
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ภำพท่ี 7 แถบเปรยีบเทยีบระดบัความเขม้ของการเรอืงแสงซึ่งมทีัง้หมด 5 ระดบั ตัง้แต่ระดบั 5 

(เขม้ทีสุ่ด) จนถงึระดบั 1 (อ่อนทีสุ่ด) 

 

4. กำรเกบ็กู้เซลลแ์ละดีเอน็เออิสระจำกกำรสมัผสั 

  งานวจิยันี้ท าการเกบ็กู้เซลล์และดเีอน็เออสิระจากการสมัผสัจ านวน 2 รูปแบบ 

คอื 1) การเกบ็กู้เซลล์และดเีอน็เออสิระที่เกดิจากการสมัผสัที่ผ่านการใชชุ้ดน ้ายาสารเรอืงแสง

และกระบวนการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอด้วยเทคนิคไดเรค็พซีีอาร์ที่พฒันาขึน้จากงานวจิยันี้ และ   

2) การเกบ็กู้ดเีอน็เอตามกระบวนการมาตรฐานของต ารวจพสิูจน์หลกัฐาน ซึ่งเป็นรูปแบบที่ใช้

ส าหรบัการทดลองเปรยีบเทยีบความส าเรจ็ในการตรวจวเิคราะหล์ายพมิพด์เีอน็เอ 

  การเก็บกู้เซลล์และดีเอ็นเออิสระจากการสมัผสัที่เรืองแสงบนวสัดุหลักฐาน

ระเบดิแสวงเครื่องเพื่อน าไปเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยเทคนิคไดเร็คพซีอีาร ์จะใชไ้มพ้นัส าล ี(Thai 

Gauze, Bangkok, Thailand) เกบ็ตวัอย่างดเีอน็เอดงักล่าวโดยให้ปลายส าลตีัง้ฉากกบัวสัดุและ

ถูไปมาบนต าแหน่งที่มองเห็นการเรืองแสงซึ่งเป็นต าแหน่งที่คาดว่าจะมีดีเอ็นเอ ก่อนจะตดั

ชิน้ส่วนปลายส าลทีี่ตดิสารเรอืงแสงขนาดประมาณ 1X1 มลิลเิมตร ใส่ลงในหลอดพซีีอาร์ เพื่อ

น าไปเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอต่อไป การเกบ็กู้เซลลแ์ละดเีอน็เออสิระจากการสมัผสัแสดงดงัภาพที ่8 
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ภำพท่ี 8 วธิกีารเกบ็ตวัอย่างเซลลแ์ละดเีอน็เออสิระจากพืน้ผวิวสัดุโดยใชไ้มพ้นัส าล ีและการตดั

ปลายส าลเีพื่อน าไปเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยเทคนิคไดเร็คพซีอีาร ์

  การเกบ็กู้เซลล์และดเีอน็เออสิระจากการสมัผสับนหลกัฐานระเบดิแสวงเครื่อง

ด้วยกระบวนการมาตรฐานของต ารวจพิสูจน์หลกัฐาน กลุ่มงานตรวจชีววิทยาและดีเอ็นเอ    

ศูนย์พิสูจน์หลกัฐาน 10 ส านักงานต ารวจแห่งชาติ จะใช้ไม้พนัส าลีชนิดเดียวกนัเกบ็ตวัอย่าง

เซลล์และดเีอน็เออสิระจากการสมัผสัด้วยวธิ ี double swab กล่าวคอื เชด็ต าแหน่งที่คาดว่าจะ

ปรากฎดเีอน็เอดว้ยไมพ้นัส าลทีีชุ่บดว้ยน ้ากลัน่ทัว่พื้นผวิวสัดุและใหห้วัส าลสีมัผสัในทุกทศิทาง 

จากนัน้ตามด้วยการเชด็บริเวณดงักล่าวด้วยไม้พนัส าลีแห้งอีกครัง้หนึ่ง ส าลีที่พนัปลายไม้

ทัง้หมดจะถูกตดัออกและใส่รวมลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มลิลลิติร ดงัแสดงในภาพที ่9 เพื่อ

น าไปสกดัดเีอน็เอต่อไป 

 

ภำพท่ี 9 วธิกีารเกบ็ตวัอย่างเซลล์และดเีอน็เออสิระจากพื้นผวิวสัดุด้วยเทคนิค double swab 

และการตดัส าลเีพื่อน าไปสกดัดเีอน็เอ 
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5. กำรสกดัดีเอน็เอ 

  งานวจิยันี้ท าการสกดัดีเอ็นเอในการทดลองด้วยวธิมีาตรฐานของศูนย์พสิูจน์

หลกัฐาน 10 ส านกังานต ารวจแห่งชาต ิดว้ยชดุน ้ายา QIAamp® DNA Investigator kit (Qiagen, 

Hilden, Germany) ตามคู่มอืปฏบิตักิาร โดยการเตมิ proteinase K ปรมิาตร 20 ไมโครลติร และ 

buffer ATL ปรมิาตร 400 ไมโครลติรลงในหลอดทดลองขนาด 2 มลิลลิติร ทีบ่รรจุส าลพีนัปลาย

ทีค่าดวา่มเีซลลแ์ละดเีอน็เออสิระจากการสมัผสัตดิอยู่ ก่อนจะน าไปปัน่เหวีย่งเป็นเวลา 10 วนิาท ี

และบ่มที่อุณหภูมิ 56˚C พร้อมเขย่าอตัโนมตัิด้วยความเร็ว 900 รอบต่อวินาที เป็นเวลา 1 

ชัว่โมง แล้วจึงเติม buffer AL ปริมาตร 400 ไมโครลิตร น าไปปัน่เหวี่ยง 15 วนิาที และบ่มที่

อุณหภูม ิ70˚C พรอ้มเขย่าอตัโนมตัดิว้ยความเรว็ 900 รอบต่อวนิาท ีเป็นเวลา 10 นาท ีจากนัน้

เติม ethanol ความเข้มขน้ร้อยละ 96 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร น าไปปัน่เหวี่ยงอกี 15 วนิาที 

แลว้ท าการถ่ายเทสารละลายทีไ่ดล้งในคอลมัน์ซึง่อยู่ในหลอดทดลองขนาด 2 มลิลลิติรหลอดใหม่ 

น าไปหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อวินาที เป็นเวลา 1 นาที แล้วย้าย

คอลัมน์ใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 2 มิลลิลิตรหลอดใหม่ เติม buffer AW1 ปริมาตร 500 

ไมโครลติร หมุนเหวีย่งที่ความเรว็ 8,000 รอบต่อวนิาท ีเป็นเวลา 1 นาท ีแล้วย้ายคอลมัน์ใส่ลง

ในหลอดทดลองขนาด 2 มลิลลิติรหลอดใหม่อกีครัง้ เตมิ buffer AW2 ปรมิาตร 700 ไมโครลติร 

หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อวินาที เป็นเวลา 1 นาที ก่อนจะย้ายคอลัมน์ใส่ลงใน   

หลอดทดลองขนาด 2 มลิลลิติรหลอดใหม่ แล้วเตมิ ethanol ความเขม้ขน้ร้อยละ 96 ปรมิาตร 

700 ไมโครลิตร แล้วหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อวนิาที เป็นเวลา 1 นาที จากนัน้   

หมุนเหวีย่งอกีครัง้ทีค่วามเรว็ 14,000 รอบต่อวนิาท ีเป็นเวลา 3 นาท ีก่อนจะบ่มทีอุ่ณหภูมหิอ้ง

เป็นเวลา 10 นาท ีแล้วจงึย้ายคอลมัน์มาใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มลิลลิตร แล้วเตมิ buffer 

ATE ปรมิาตร 30 ไมโครลติร และหมุนเหวีย่งทีค่วามเรว็ 14,000 รอบต่อวนิาทเีป็นเวลา 1 นาท ี

จะได้สารละลายดีเอ็นเอสกัดในหลอดทดลองดังกล่าว เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20˚C ก่อนจะ

น าไปใชใ้นการทดลองถดัไป 
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6. กำรวดัปริมำณดีเอน็เอ 

  ดเีอน็เอสกดัจะถูกน ามาวดัปรมิาณดเีอน็เอด้วยชุดน ้ายา Quantifiler® Human 

DNA Quantification Kit (Thermo Fisher Scientific) โดยการ เติมน ้ ายา  Quantifiler® PCR 

Reaction mix ปริมาตร 12.5 ไมโครลิตร และ Primer mix ปริมาตร 10.5 ไมโครลิตร ผสมให้ 

เข้ากันแล้วใส่ลงในหลอดทดลอง หลอดละ 23 ไมโครลิตร จากนัน้ใส่ตัวอย่างดีเอ็นเอสกดั

ปรมิาตร 2 ไมโครลติร ปิดฝาหลอด แล้วใส่ในเครื่อง Applied Biosystems® 7500 Real-Time 

PCR Systems โดยตวัอย่างจะถูกวเิคราะหด์ว้ยการเปรยีบเทยีบความเขม้ขน้กบักราฟมาตรฐาน

ที่สร้างขึ้นด้วยการเจือจางดีเอ็นเอควบคุมอย่างเป็นล าดบัส่วน (serial dilution) ตัง้แต่ความ

เขม้ขน้ 50 ถงึ 0.0122 นาโนกรมัต่อไมโครลติร ซึ่งจะถูกใส่เขา้ไปในเครื่องมอืเพื่อตรวจวเิคราะห์

พรอ้มกนักบัตวัอย่างทุกครัง้ ตามทีร่ะบุในคู่มอืของชดุน ้ายา 

 

7. กำรเพ่ิมปริมำณดีเอน็เอ 

  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากตวัอย่างดีเอ็นเอสกัดและจากตัวอย่างชวีภาพ

โดยตรง ใช้ชุ ดน ้ า ย า  AmpFlSTR® Identifiler® Plus PCR Amplification (Thermo Fisher 

Scientific) ปรมิาตรรวม 12.5 ไมโครลติร ซึ่งประกอบด้วย น ้ายา Identifiler® Plus Master mix 

ปริมาตร 5.0 ไมโครลิตร, Primer set ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร และดีเอ็นเอสกดัปริมาตร 5.0 

ไมโครลติร หรอืตวัอย่างดเีอน็เอในกอ้นส าลสี าหรบัเทคนิคไดเรค็พซีอีาร ์แลว้น าไปเพิม่ปรมิาณ 

ดีเอ็นเอด้วยเครื่อง T100™ Bio-Rad thermal cycler ตามสภาวะการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่

แนะน าในคู่มอืปฏบิตักิาร (ตารางที ่2) 

ตำรำงท่ี 2 ขัน้ตอน อุณหภูม ิเวลา และจ านวนรอบในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ 

ขัน้ตอน อณุหภมิู (˚C) เวลำ (วินำที) จ ำนวนรอบ 
Initial incubation 95 11 1 
Denaturation 94 20 1 
Annealing/Extension 59 180 

32 
Final extension 60 600 
Final hold 4 ∞ 1 
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8. กำรแยกและตรวจสอบผลิตภณัฑพี์ซีอำรด้์วยเทคนิคแคปิลลำรีอิเลก็โทรโฟรีซิส 

  ผสมผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตรเข้ากับ Hi-Di formamide 

ปรมิาตร 24.5 ไมโครลติร และ GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard ปรมิาตร 0.5 ไมโครลติร 

จากนัน้น าไปหมุนเหวีย่งทีค่วามเรว็ 8,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 10 วนิาท ีบ่มทีอุ่ณหภูม ิ95˚C 

เป็นเวลา 3 นาที แล้วแช่แขง็ทนัทีเป็นเวลา 3 นาที จากนัน้น าเข้าเครื่อง ABI PRISM® 310 

Genetic Analyzer ใชแ้คปิลลารคีวามยาว 47 เซนตเิมตร บรรจุพอลเิมอร์ชนิด POP-4® ค าสัง่

ปฏบิตักิาร (module) GS STR POP4 (1mL) G5v2 ฉีดตวัอย่างดว้ยกระแสไฟฟ้า 15 กโิลโวลต์ 

เป็นเวลา 5 วนิาท ีและแยกตวัอย่างด้วยกระแสไฟฟ้า 15 กโิลโวลต ์ทีอุ่ณหภูม ิ60 ˚C เป็นเวลา 

27 นาท ีตามคู่มอืปฏบิตักิาร 

 

9. กำรวิเครำะหข้์อมูล 

  ข้อมูลดิบที่ได้จากการตรวจวเิคราะห์ลายพมิพ์ดีเอ็นเอด้วยเครื่องแคปิลลารี-

อเิลก็โทรโฟรซีิส จะถูกน ามาวเิคราะห์ผลด้วยซอฟท์แวร์ GeneMapper® เวอร์ช ัน่ 3.2 โดยใช้

สภาวะในการวเิคราะห์ดงันี้ Analysis method: Identifiler_Plus_AnalysisMethod_v1, Panel: 

Identifiler_Plus_Panels_v1, Size standard: GS500(-250) LIZ และ Instrument type: ABI 310 

โดยก าหนด Analytical threshold ที่ 100 rfu และ Stochastic threshold ที่ 200 rfu จากนัน้น า

ลายพมิพ์ดเีอน็เอทีไ่ดม้าศกึษาจ านวนอลัลลี ความสูงพคี ผลบวกปลอม และรูปแบบผลกระทบ

จากตวัยบัยัง้ปฏกิรยิาพซีอีาร ์ 

  นอกจากนี้ ลายพิมพ์ดีเอ็นเอจากการศกึษาการทวนสอบกบัตวัอย่างระเบิด

แสวงเครื่องจ าลองจะถูกน ามาวเิคราะหท์างสถติโิดยท าการเปรยีบเทยีบจ านวนอลัลลีทีไ่ดร้บัจาก

กลุ่มตวัอย่างระเบดิแสวงเครื่องจ าลองทีใ่ชส้ารเรอืงแสงและเทคนิคไดเร็คพซีอีารท์ีพ่ฒันาขึน้ กบั

กลุ่มตวัอย่างที่ใชก้ระบวนการตรวจพสิูจน์ดเีอน็เอตามมาตรฐานของศูนย์พสิูจน์หลกัฐาน ด้วย

การวเิคราะห์ช่วงความน่าเชื่อถือที่ 95 เปอร์เซ็นต์ของ Bayesian โดยใช้หลกัสถติิ Bayesian 

estimation supersedes the t-test (BEST) ดว้ยโปรแกรมอตัโนมตัใินเวบ็ไซต ์www.sumsar.net 

เพื่อใหโ้ปรแกรมท าการสุ่มขอ้มูลจ านวน 20,000 ซ ้า เพื่อน ามาวเิคราะห์ความแตกต่างทางสถติิ

http://www.sumsar.net/
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ของขอ้มูลจากสองวธิ ีทัง้นี้หากช่วงความน่าเชื่อถอืที่ 95 เปอร์เซ็นต์ของขอ้มูลทัง้สองกลุ่มไม่

ซ้อนทบักนัแสดงวา่ขอ้มูลสองกลุ่มนี้มคีวามแตกต่างกนัอย่างมนียัส าคญัทางสถติิ 
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บทท่ี 3 

ผลกำรทดลอง 

 ผลการทดลองของงานวิจัยนี้สามารถแบ่งออกได้เป็น 4 ส่วน ได้แก่ 1) ผล

การศกึษาเปรยีบเทยีบชนิดและความเขม้ขน้ของสารเรอืงแสงส าหรบัใชใ้นการตรวจหาดเีอน็เอที่

เกดิจากการสมัผสับนหลกัฐานระเบดิแสวงเครื่อง 2) ผลการศกึษาผลกระทบของสารเรอืงแสงต่อ

คุณภาพลายพมิพ์ดเีอน็เอ 3) ผลการศกึษาอายุการใชง้านและวธิกีารเกบ็รกัษาสารเรอืงแสงที่

พฒันาขึน้ และ 4) การทวนสอบการใชง้านจรงิของชุดน ้ายาสารเรอืงแสงร่วมกบักระบวนการ

ตรวจพสิูจน์ดเีอน็เอแบบไดเรค็พซีอีารก์บัตวัอย่างระเบดิแสวงเครื่องจ าลอง  

1. ผลกำรศึกษำเปรียบเทียบชนิดและควำมเข้มข้นของสำรเรืองแสงส ำหรบัใช้ในกำร

ตรวจหำดีเอน็เอท่ีเกิดจำกกำรสมัผสับนหลกัฐำนระเบิดแสวงเครื่อง 

 การทดลองนี้เป็นการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพและความเหมาะสมใน

การใช้งานของสารเรืองแสง (DNA binding dye) เพื่อให้ได้สารเรืองแสงและความเข้มขน้ที่ดี

ทีสุ่ดส าหรบัการตรวจหาเอน็เอทีเ่กดิจากการสมัผสับนหลกัฐานระเบดิแสวงเครื่อง ซึ่งในงานวจิยั

นี้ เลือกใช้สารเรืองแสงทัง้หมด 6 ชนิด ได้แก่  SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain 

(Invitrogen), Diamond™ Nucleic Acid Dye (Promega), SYTOX® Green Nucleic Acid Stain 

(Thermo Fisher Scientific), SYBR® Safe DNA Gel stain (Invitrogen), EvaGreen™ 

Fluorescent DNA Stain (Biotium) และ GelRed™ Nucleic Acid Stain (Biotium) ในการทดลอง

นี้จะน าสารเรอืงแสงทัง้หมดมาเจอืจางดว้ยน ้ากลัน่จ านวน 21 ความเขม้ขน้ ในช่วง 0.1X-100X 

จากนัน้น าสารเรอืงแสงแต่ละความเขม้ขน้ไปฉีดพ่นลงบนวสัดุที่ผ่านการสมัผสัโดยอาสาสมคัร 

แล้วจึงน าไปส่องหาการเรืองแสงภายใต้การกระตุ้นด้วยพลงังานแสงที่ความยาวคลื่นต่างๆที่  

สารเรอืงแสงแต่ละชนิดดูดกลนืได้และมองผ่านแว่นกรองความยาวคลื่นในห้องมดืเพื่อป้องกนั

การรบกวนของแสงจากภายนอก แลว้ประเมนิความเขม้ของการเรอืงแสงด้วยแถบเปรยีบเทยีบ

ความเขม้แสงทีพ่ฒันาขึน้โดยใหร้ะดบัคะแนนตัง้แต่ 1 (เรอืงแสงน้อยทีสุ่ด) ถงึระดบั 5 (เรอืงแสง

มากทีสุ่ด) ดงัอธบิายในวธิกีารวจิยัขอ้ที ่3 

 ผลการศกึษาพบวา่ สารเรอืงแสงจ านวน 5 ชนิด ปรากฏการเรอืงแสงเมื่อเขา้จบั

กบัดเีอน็เอที่เกดิจากการสมัผสัภายใตก้ารกระตุ้นด้วยพลงังานแสงทางเลอืกทีค่วามยาวคลื่นที่
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เหมาะสม ซึ่งได้แก่ สารเรอืงแสง SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain (SG), Diamond™ 

Nucleic Acid Dye (DD), SYTOX® Green Nucleic Acid Stain (ST), EvaGreen™ Fluorescent 

DNA Stain (EG) และ SYBR® Safe DNA Gel stain (SS) ในขณะที่สารเรืองแสง GelRed™ 

Nucleic Acid Stain (GR) ไม่ปรากฏการเรอืงแสงในทุกวสัดุทดลอง ดงัแสดงในภาพที ่10 ทัง้นี้

อาจเนื่องจาก GelRed™ เป็นสารเรืองแสงที่มีคุณสมบัติไม่ซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ [91] จึงไม่

สามารถเขา้ไปจบักบัดเีอน็เอทีอ่ยู่ภายในเซลลไ์ด ้ท าใหไ้ม่ปรากฎการเรอืงแสง 

 

ภำพท่ี 10 ภาพถ่ายการเรอืงแสงของดเีอน็เอจากการสมัผสัเมื่อสเปรยด์ว้ยสารเรอืงแสง SYBR® 

Green I Nucleic Acid Gel Stain (SG), Diamond™ Nucleic Acid Dye (DD), SYTOX® Green 

Nucleic Acid Stain (ST), SYBR® Safe DNA Gel stain (SS), EvaGreen™ Fluorescent DNA 

Stain (EG) และ GelRed™ Nucleic Acid Stain (GR) เมื่อถูกกระตุน้ดว้ยพลงังานแสงทางเลอืก

ทีค่วามยาวคลื่นทีส่ารเรอืงแสงแต่ละชนิดสามารถดูดกลนืได้ 

 เมื่อพจิารณาปัจจยัในเรื่องความเขม้ขน้ของสารเรอืงแสงและระดับความเขม้ใน

การเรอืงแสงพบวา่ สารเรอืงแสง SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain ให้ผลการเรอืงแสง

ดทีี่สุดในทุกวสัดุทดลอง กล่าวคอื สารเรอืงแสงดงักล่าวที่ความเขม้ขน้ 0.9X เป็นสารเรอืงแสง

ความเข้มข้นน้อยที่สุดที่ย ังให้ผลการเรืองแสงระดับสูงสุดในทุกวสัดุทดลอง รองลงมาคือ       

สารเรอืงแสง Diamond™ Nucleic Acid Dye ที่ความเขม้ขน้ในช่วง 2.0X ดงัแสดงในภาพที่ 11 

อย่างไรกต็ามพบวา่สารเรอืงแสงทีท่ าการศกึษาทัง้ 5 ชนิดขา้งตน้สามารถใชต้รวจหาดเีอน็เอบน

วสัดุโปร่งแสง เช่น แผงวงจรไฟฟ้าได้ที่ความเข้มข้นของสารเรืองแสงในช่วง 20X-100X  

งานวจิยันี้จงึเลอืกใชส้ารเรอืงแสง SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain และ Diamond™ 

Nucleic Acid Dye ในการศกึษาถดัไป 
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ภำพท่ี 11 กราฟแสดงระดบัการเรอืงแสงของสารเรอืงแสงทีป่ระเมนิไดท้ัง้ 6 ชนิดทีค่วามเขม้ขน้

ต่างๆ เมื่อจบักบัดเีอน็เอจากการสมัผสับนพื้นผวิวสัดุ 3 ชนิด ได้แก่ ท่อพีวซีี เทปพนัสายไฟ 

แล ะ แผ ง ว ง จ ร ไฟ ฟ้ า  โ ด ยที่  SG คือ  SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain, DD คื อ 

Diamond™ Nucleic Acid Dye, ST คอื SYTOX® Green Nucleic Acid Stain, SG คอื SYBR® 

Safe DNA Gel stain, EG คือ EvaGreen™ Fluorescent DNA Stain และ GR คือ GelRed™ 

Nucleic Acid Stain (n=164) 
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2. ผลกำรศึกษำผลกระทบของสำรเรืองแสง SYBR® Green I และ Diamond™ Dye ต่อ

คณุภำพลำยพิมพดี์เอน็เอ 

 การทดลองนี้มีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาเปรียบเทียบผลกระทบของชุดน ้ายา   

สารเรอืงแสงสองชนิดทีใ่หผ้ลการเรอืงแสงดทีีสุ่ดจากการทดลองก่อนหน้า ซึ่งไดแ้ก่ สารเรอืงแสง 

SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain และ Diamond™ Nucleic Acid Dye ต่อคุณภาพของ

ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ โดยแบ่งออกเป็น 2 การทดลอง ได้แก่ 1) การศึกษาผลกระทบของ            

สารเรืองแสงต่อลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้รบัจากการเพิม่ปรมิาณดีเอ็นเอควบคุม (control DNA) 

และ 2) การศกึษาผลกระทบของสารเรอืงแสงต่อลายพมิพ์ดเีอน็เอที่ไดร้บัจากการเพิม่ปรมิาณ  

ดเีอน็เอทีเ่กดิจากการสมัผสั 

 2.1 กำรศึกษำผลกระทบของสำรเรืองแสงต่อลำยพิมพดี์เอน็เอท่ีได้รบัจำกกำร

เพ่ิมปริมำณดีเอน็เอสกดั 

 การทดลองนี้ท าการเติมสารเรืองแสง SYBR® Green I Nucleic Acid Gel 

Stain และสารเรอืงแสง Diamond™ Nucleic Acid Dye ลงในปฏกิรยิาพซีีอาร์ซึ่งบรรจุดเีอน็เอ

สกดั ท าการทดลองโดยใชค้วามเขม้ขน้ของสารเรอืงแสงที่ 0.9X และ 2.0X ตามล าดบั ซึ่งเป็น

ความเขม้ขน้ที่ให้ผลเรอืงแสงดทีี่สุดจากการทดลองก่อนหน้า โดยเตมิสารเรอืงแสงดงักล่าวใน

ปริมาตร 0.5, 1.5 และ 3.0 ไมโครลิตร ท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและตรวจสอบลายพิมพ์       

ดีเอ็นเอด้วยชุดน ้ ายา Identifiler® Plus PCR Amplification (Thermo Fisher Scientific) เพื่อ

ศกึษาผลกระทบของสารเรืองแสงดงักล่าวต่อคุณภาพของลายพิมพ์ดีเอน็เอที่ได้รบั ทัง้นี้ได้

ท าการศกึษาจ านวน 10 ซ ้าในแต่ละชุดการทดลอง จากนัน้บนัทกึและวเิคราะห์ผลจ านวนอลัลลี 

ความสูงของพคี และรูปแบบการถูกยบัยัง้ปฏกิรยิาพซีอีารท์ีไ่ดร้บั 

 ผลการศึกษาพบว่าสารเรืองแสง SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain 

ส่งผลกระทบต่อลายพิมพ์ดีเอ็นเอน้อยกว่าสารเรืองแสง Diamond™ Nucleic Acid Dye โดย 

ลายพมิพด์เีอน็เอทีไ่ดร้บัจากชดุตวัอย่างทีเ่ตมิสารเรอืงแสง SYBR® Green I Nucleic Acid Gel 

Stain มีคุณภาพดีกว่าลายพิมพ์ดีเอน็เอจากตวัอย่างที่เติมสารเรืองแสง Diamond™ Nucleic 

Acid Dye ในทุกชุดการทดลอง โดยพบว่าสารเรืองแสง SYBR® Green I Nucleic Acid Gel 

Stain ที่ปริมาตร 0.5 และ 1.5 ไมโครลิตร ไม่ส่งผลกระทบต่อคุณภาพลายพิมพ์ดีเอ็นเอและ

ใหผ้ลลายพมิพด์เีอน็เอทีส่มบูรณ์ คอืครบทัง้ 32 อลัลลีในทุกตวัอย่าง และมคีวามสูงพคีเฉลี่ยอยู่
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ที่ 611.1±335.3 และ 587.4±303.1 RFU ตามล าดบั ในขณะที่สารเรืองแสง SYBR® Green I 

Nucleic Acid Gel Stain ปริมาตร 3.0 ไมโครลิตร ส่งผลกระทบต่อลายพมิพ์ดีเอน็เอเลก็น้อย 

โดยไดร้บัอลัลลีเฉลีย่ 31.8±0.4 อลัลลี และมคีวามสูงพคีเฉลีย่ 499.6±278.2 RFU แสดงดงัภาพ

ที ่12 (a)-(c) ในทางตรงกนัขา้มพบวา่สารเรอืงแสง Diamond™ Nucleic Acid Dye ใหล้ายพมิพ์

ดเีอน็เอที่สมบูรณ์จากชุดการทดลองปรมิาตร 0.5 ไมโครลติรเท่านัน้และยงัมคีวามสูงพคีเฉลีย่ 

ต ่ากว่าชุดตวัอย่างที่เติมสารเรืองแสง SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain ในปริมาตร

เท่ากนั นอกจากนี้การเตมิสารเรอืงแสง Diamond™ Nucleic Acid Dye ปรมิาตร 1.5 และ 3.0 

ไมโครลติร ส่งผลกระทบต่อลายพมิพด์เีอน็เอมากกวา่ กล่าวคอื ไดร้บัอลัลลีเฉลีย่เพยีง 31.8±0.6 

และ 22.0±9.2 อลัลลี และมคีวามสูงพคีเฉลี่ย 480.4±236.5 และ 355.5±178.8 RFU ตามล าดบั 

จะเห็นได้ว่าจ านวนอัลลีลเฉลี่ยและความสูงพีคที่ได้รบัจากชุดการทดลองเติม Diamond™ 

Nucleic Acid Dye นี้มคี่าต ่ากวา่ชดุการทดลองเตมิสารเรอืงแสง SYBR® Green I Nucleic Acid 

Gel Stain ทัง้หมด นอกจากนี้ผลลายพมิพ์ดีเอ็นเอที่ได้รบัจากชุดตวัอย่างที่เติมสารเรืองแสง 

Diamond™ Nucleic Acid Dye ที่ปรมิาตร 3.0 ไมโครลติร ยงัพบรูปแบบการถูกยบัยัง้ปฏกิรยิา

พีซีอาร์ (PCR inhibition pattern) กล่าวคือ พบแนวโน้มการลดลงของความสูงพีคหรือการ

หายไปของอลัลีล (drop out) ในต าแหน่ง STR ขนาดใหญ่อย่างชดัเจน ดงัแสดงในภาพที่ 12 

(d)-(f) 
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ภำพท่ี 12 ตัวอย่างลายพิมพ์ดีเอ็นเอ จ านวนอลัลีลเฉลี่ย และความสูงพีคเฉลี่ยที่ได้รบัจาก

ตวัอย่างที่ใส่สารเรอืงแสงลงในน ้ายาเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอในปรมิาตรต่างๆ ได้แก่ สารเรอืงแสง 

SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร (a), 1.5 ไมโครลิตร (b),  

3.0 ไมโครลติร (c) และสารเรอืงแสง Diamond™ Nucleic Acid Dye ปรมิาตร 0.5 ไมโครลิตร 

(d), 1.5 ไมโครลติร (e) และ 3.0 ไมโครลติร (f).   
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 2.2 กำรศึกษำผลกระทบของสำรเรืองแสงต่อลำยพิมพดี์เอน็เอท่ีได้รบัจำกกำร

เพ่ิมปริมำณดีเอน็เอท่ีเกิดจำกกำรสมัผสั 

 การทดลองนี้ก าหนดให้อาสาสมคัรจ านวน 10 คน สัมผสัวสัดุท่อพีวีซีตาม

วธิกีารดงัอธบิายในวธิวีจิยัขอ้ที่ 2 จากนัน้ฉีดพ่นสารเรอืงแสง SYBR® Green I Nucleic Acid 

Gel Stain และ Diamond™ Nucleic Acid Dye ที่ความเขม้ข้น 0.9X และ 2.0X ตามล าดบั ซึ่ง

เป็นความเขม้ขน้ที่ให้ผลเรอืงแสงดทีี่สุดจากการทดลองก่อนหน้า ก่อนเกบ็กู้ดเีอน็เอทีเ่รอืงแสง

แล้วน าไปเพิม่ปรมิาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคไดเรค็พซีีอาร์และตรวจสอบลายพมิพ์ดเีอน็เอด้วย   

ชดุน ้ายา Identifiler® Plus PCR Amplification (Thermo Fisher Scientific) เพื่อศกึษาผลกระทบ

ของสารเรอืงแสงดงักล่าวต่อคุณภาพของลายพมิพด์เีอน็เอทีไ่ดร้บัจากตวัอย่างเซลลแ์ละดเีอน็เอ

อสิระจากการสมัผสับนวสัดุหลกัฐาน ทัง้นี้ไดท้ าการศกึษาจ านวน 10 ซ ้า ในแต่ละชดุการทดลอง 

จากนัน้บนัทกึและวเิคราะหผ์ลจ านวนอลัลลีและความสูงของพคีทีไ่ดร้บั 

 ผลการศกึษาสอดคล้องกบัการทดลอง 2.1 ซึ่งพบว่า สารเรืองแสง SYBR® 

Green I Nucleic Acid Gel Stain ส่งผลกระทบต่อลายพิมพ์ดีเอ็นเอน้อยกว่าสารเรืองแสง 

Diamond™ Nucleic Acid Dye โดยชดุการทดลองสารเรอืงแสง SYBR® Green I Nucleic Acid 

Gel Stain ให้จ านวนอลัลลีเฉลี่ยเท่ากบั 26.2±2.4 อลัลลี ซึ่งสูงกว่าชุดการทดลองสารเรอืงแสง 

Diamond™ Nucleic Acid Dye ที่ ได้รับจ านวนอัลลีลเฉลี่ย เท่ า กับ 21.5±4.2 ดังแสดงใน        

ภาพที ่13 ผลการทดลองแสดงใหเ้หน็วา่สารเรอืงแสง SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain 

มคีวามเหมาะสมมากกว่าสารเรืองแสง Diamond™ Nucleic Acid Dye ในการใชเ้พื่อตรวจหา   

ดเีอน็เอทีเ่กดิจากการสมัผสับนวสัดุหลกัฐาน เนื่องจากส่งผลกระทบต่อคุณภาพลายพมิพด์เีอน็

เอน้อยกวา่อย่างชดัเจน ดงันัน้งานวจิยันี้จงึเลอืกใชส้ารเรอืงแสง SYBR® Green I Nucleic Acid 

Gel Stain ในการศกึษาถดัไป  
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ภำพท่ี 13 ลายพิมพ์ดเีอน็เอ จ านวนอลัลีลเฉลี่ย และความสูงพคีเฉลี่ยจากตวัอย่างเซลล์และ     

ดเีอน็เออสิระจากการสมัผสัที่ผ่านการฉีดพ่นด้วยสารเรอืงแสง SYBR® Green I Nucleic Acid 

Gel Stain (SG) และ สารเรอืงแสง Diamond™ Nucleic Acid Dye (DD) 

 

3. ผลกำรศึกษำอำยกุำรใช้งำนและวิธีกำรเกบ็รกัษำสำรเรืองแสงท่ีพฒันำขึน้ 

 การทดลองนี้มีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาอายุการใช้งานและวิธีการเก็บรกัษา    

สารเรอืงแสง SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain ความเขม้ขน้ 0.9X ซึ่งเป็นความเขม้ขน้

ทีใ่หผ้ลการเรอืงแสงดทีีสุ่ดจากการทดลองก่อนหน้า โดยศกึษาปัจจยัดา้นอุณหภูมกิารเกบ็รกัษา

และระยะเวลาในการเกบ็ทีเ่หมาะสม ทัง้นี้ท าการทดลองเกบ็ชดุน ้ายาสารเรอืงแสงใหพ้น้จากแสง

ภายนอก ในสภาวะอุณหภูมิการเก็บรักษาที่ต่างกัน  3 อุณหภูมิ ได้แก่ -20°C, 4°C และ

อุณหภูมิห้อง ที่ระยะเวลาต่างๆ  ได้แก่ 1 วนั, 2 วนั, 3 วนั, 5 วนั, 1 สัปดาห์, 2 สัปดาห์,           

1 เดอืน, 2 เดอืน และ 4 เดอืน จากนัน้น าชดุน ้ายาสารเรอืงแสงในแต่ละชดุการทดลองมาทดสอบ

ประสทิธภิาพด้วยการตรวจหาดเีอน็เอทีเ่กดิจากการสมัผสับนวสัดุท่อพวีซีี ภายใต้การส่องแสง

จากเครื่องก าเนิดแสงทางเลอืกที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร ท าการประเมนิและใหค้ะแนน

ความเขม้ของการเรอืงแสงจากแถบเปรยีบเทยีบความเขม้การเรอืงแสง เช่นเดยีวกบัก่อนหน้า 

ทัง้นี้ท าการทดลองจ านวน 10 ซ ้าในแต่ละชดุการทดลอง  

 ผลการศกึษาพบว่าสารเรอืงแสง SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain ที่

ความเข้มข้น 0.9X สามารถเก็บรกัษาที่อุณหภูมิ -20°C ได้นานที่สุดเป็นเวลา 1 วนั โดยยงั

ปรากฎการเรอืงแสงที่เขม้ในระดบัมากทีสุ่ดหรอืระดบั 5 ในขณะที่การเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภูม ิ4˚C 
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และอุณหภูมหิ้อง พบการลดลงของการเรอืงแสงตัง้แต่วนัที่ 1 ดงัแสดงในภาพที่ 14 นอกจากนี้

ยงัพบว่าการเก็บรกัษาสารเรืองแสงดงักล่าวที่อุณหภูมิสูงขึ้น ปรากฎแนวโน้มการลดลงของ

ระดบัการเรอืงแสง เช่น ในระยะเวลาการเกบ็รกัษา 1 วนัที่อุณหภูมกิารเกบ็รกัษา -20°C, 4°C 

และอุณหภูมิห้อง มีจ านวนตวัอย่างที่ปรากฏความเข้มของการเรืองแสงในระดับ 5 คิดเป็น    

ร้อยละ 100, ร้อยละ 90 และร้อยละ 70 ตามล าดับ นอกจากนี้ย ังพบว่าความเข้มของ              

การเรืองแสงแปรผกผนักบัระยะเวลาการเก็บรักษาในทุกอุณหภูมิที่ทดลอง กล่าวคือ เมื่ อ      

สารเรืองแสงถูกเก็บรักษาในระยะเวลานานขึ้นจะปรากฎแนวโน้มการลดลงของระดับ           

การเรืองแสง เช่น ที่ระยะเวลาการเก็บรักษา 2 วนั 3 วนั และ 5 วนั ณ อุณหภูมิ -20°C มี

ตวัอย่างทีป่รากฎความเขม้ของการเรอืงแสงในระดบั 5 เท่ากบัรอ้ยละ 80 รอ้ยละ 60 และรอ้ยละ 

40 ตามล าดบั  

 

ภำพท่ี 14 กราฟแสดงร้อยละของจ านวนตวัอย่างที่มองเหน็การเรอืงแสงในระดบัต่างๆ ตัง้แต่

ระดบั 1 เรอืงแสงน้อยที่สุด จนถงึระดบั 5 เรอืงแสงเขม้ที่สุด โดยแบ่งออกตามระยะเวลาและ

อุณหภูมทิีเ่กบ็รกัษา 
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4. กำรทวนสอบกำรใช้งำนจริงของชุดน ้ ำยำสำรเรืองแสงร่วมกับกระบวนกำร             

ตรวจพิสจูน์ดีเอน็เอแบบไดเรค็พีซีอำรก์บัตวัอย่ำงระเบิดแสวงเครื่องจ ำลอง 

 การศึกษานี้มีว ัตถุประสงค์เพื่อทวนสอบการใช้งานจริงของสารเรืองแสง 

SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain ทีค่วามเขม้ขน้ 0.9X ร่วมกบักระบวนการตรวจพสิูจน์

ดเีอน็เอด้วยเทคนิคไดเรค็พซีีอาร์ เพื่อตรวจหาและตรวจสอบลายพมิพด์เีอน็เอจากดเีอน็เอบน

หลกัฐานระเบดิแสวงเครื่องจ าลอง โดยก าหนดใหอ้าสาสมคัร 5 คน ประกอบระเบดิแสวงเครื่อง

จ าลองคนละ 2 ชุด รวมทัง้หมด 10 ชุด จากนัน้น าระเบดิแสวงเครื่อง 5 ชุดแรกจากอาสาสมคัร

ทัง้ 5 คนไปตรวจพสิูจน์ดเีอ็นเอดว้ยชุดน ้ายาสารเรอืงแสงและเทคนิคไดเร็คพซีีอาร์ที่พฒันาขึน้

ในงานวจิยันี้ ในขณะที่ระเบดิแสวงเครื่องจ าลองอกี 5 ชุดที่เหลอืน าไปตรวจพสิูจน์ดเีอน็เอโดย

ผูเ้ชีย่วชาญตามกระบวนการมาตรฐานของศูนยพ์สิูจน์หลกัฐาน 10 ส านักงานต ารวจแห่งชาตทิี่

ใชง้านอยู่ในปัจจุบนั เพื่อเปรยีบเทยีบขอ้มูลคุณภาพลายพมิพด์เีอน็เอทีไ่ดร้บัจากวธิกีารทัง้สอง

ดว้ยการทดสอบทางสถติ ิ 

 4.1 คณุภำพลำยพิมพดี์เอน็เอ 

 ผลการศกึษาพบว่าชุดน ้ายาสารเรอืงแสงและกระบวนการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ

ด้วยเทคนิคไดเร็คพีซีอาร์ที่พฒันาในงานวิจัยนี้  มีอ ัตราความส าเร็จในการตรวจวิเคราะห์       

ลายพมิพด์เีอน็เอจากหลกัฐานระเบดิแสวงเครื่องจ าลองสูงกวา่กระบวนการมาตรฐานของต ารวจ

พิสูจน์หลักฐานที่ใช้อยู่ในปัจจุบัน โดยนวตักรรมและกระบวนการที่พัฒนาขึ้นนี้ให้จ านวน      

ลายพมิพ์ดเีอน็เอที่สมบูรณ์ (full profile) สูงถงึร้อยละ 14.7 (n=34) ในขณะที่จ านวนลายพิมพ์  

ดเีอน็เอที่สมบูรณ์ที่ได้รบัจากกระบวนการมาตรฐานของต ารวจพสิูจน์หลกัฐาน เท่ากบัร้อยละ 

7.5 (n=40) นอกจากนี้ย ังพบว่าจ านวนอัลลีลเฉลี่ยที่ได้รับจากชุดน ้ ายาสารเรืองแสงและ

กระบวนการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอด้วยเทคนิคไดเร็คพซีีอาร์ที่พฒันาขึน้นี้มคี่าสูงกว่าอกีวธิีการ  

ในทุกวสัดุทดลอง โดยจ านวนอลัลลีเฉลี่ยที่ไดร้บัจากวสัดุเทปกาวพนัสายไฟ วสัดุท่อพวีซี ีวสัดุ

สายไฟ และวสัดุเทปกาวพนัท่อพีวซีี เท่ากบั 24.8±13.2, 14.9±11.9, 8.5±13.6 และ 8.0±3.0 

ตามล าดบั ในขณะที่จ านวนอลัลลีทีไ่ด้รบัจากกลุ่มวสัดุดงักล่าวเมื่อตรวจสอบลายพมิพ์ดเีอน็เอ

ดว้ยกระบวนการมาตรฐานของต ารวจพสิูจน์หลกัฐาน เท่ากบั 16.8±13.2, 13.2±11.3, 8.0±13.3, 

2.6±3.4 ตามล าดบั ดงัแสดงในภาพที ่15 (a) 
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ภำพท่ี 15 กราฟ (a) แสดงจ านวนอลัลีล และกราฟ (b) แสดงความสูงพีคที่ตรวจวดัได้จาก       

เซลล์และดเีอน็เออสิระจากการสมัผสับนระเบดิแสวงเครื่องจ าลอง โดยแบ่งออกตามชนิดของ

วสัดุและวิธีการตรวจพิสูจน์ DM แทนกระบวนการที่พฒันาขึ้นในงานวิจยันี้ และ CM แทน

กระบวนการมาตรฐานของต ารวจพสิูจน์หลกัฐาน เสน้สดี าแสดงค่าเฉลีย่ของขอ้มูล 
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 เมื่อทดสอบความแตกต่างของจ านวนอลัลลีเป้าหมายทีไ่ดร้บัทัง้หมดจากการใช้

กระบวนการทีพ่ฒันาขึน้จากงานวจิยันี้กบักระบวนการมาตรฐานของต ารวจพสิูจน์หลกัฐาน โดย

การวิเคราะห์ทางสถิติด้วย Bayesian Estimation Supersedes the t-test (BEST) พบว่า 

จ านวนอลัลลีของอาสาสมคัรที่ได้รบัจากนวตักรรมและกระบวนการที่พฒันาขึน้นี้มคี่าสูงกว่า

กระบวนการมาตรฐานของต ารวจพสิูจน์หลกัฐานอย่างมนียัส าคญัทางสถติทิีค่วามเชือ่มัน่ร้อยละ 

95 โดยพบความแตกต่างของจ านวนอลัลลีทีไ่ดร้บัในชว่ง 0.9-10.1 อลัลลี ดงัแสดงในภาพที ่16 

 

ภำพท่ี 16 กราฟแสดงการกระจายของความแตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ยจ านวนอลัลลีที่ได้รบัจาก

กระบวนการทีพ่ฒันาขึน้จากงานวจิยันี้กบักระบวนการมาตรฐานของต ารวจพสิูจน์หลกัฐาน  

 

 4.2 ควำมแตกต่ำงของจ ำนวนอลัลีลท่ีแท้จริง (donor’s allele) กบัอลัลีลปนเป้ือน 

(non-donor’s allele) 

 ผลลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้รบัจากกระบวนการทัง้สองรูปแบบปรากฎทัง้อลัลลี

เป้าหมายหรอือลัลลีแทจ้รงิของอาสาสมคัรและอลัลลีซึ่งปนเป้ือนอยู่บนวสัดหุลกัฐาน เมื่อทดสอบ

ความแตกต่างของอัลลีลจริงและจ านวนอัลลีลปนเป้ือนที่ได้รับจากการใช้กระบวนการที่

พัฒนาขึ้นนี้ก ับกระบวนการมาตรฐานของต ารวจพิสูจน์หลักฐาน พบว่า จ านวนเฉลี่ยของ        

อลัลีลปนเป้ือนที่ได้รบัจากนวตักรรมชุดน ้ายาสารเรืองแสงและกระบวนการที่พฒันาขึ้น มีค่า 

น้อยกวา่อกีวธิกีารในทุกวสัดุทดลอง ดงัแสดงในภาพที ่17  
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ภำพท่ี 17 จ านวนอลัลลีเฉลี่ยที่ได้รบัจากกระบวนการที่พฒันาขึน้นี้กบักระบวนการมาตรฐาน

ของต ารวจพสิูจน์หลกัฐาน โดยสเีขม้แสดงถงึอลัลลีที่แท้จรงิ (donor’s allele) และสอี่อนแสดง

ถงึอลัลลีปนเป้ือน (non-donor’s allele) 

 

 4.3 ควำมสัมพนัธ์ระหว่ำงควำมเข้มของกำรเรืองแสงและคุณภำพลำยพิมพ์         

ดีเอน็เอ 

  การศึกษานี้มีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มของ     

การเรอืงแสงและคุณภาพลายพมิพ์ดเีอน็เอ ท าการทดลองโดยเลอืกเกบ็ดเีอน็เอที่เรอืงแสงทัง้

ความเขม้ในการเรอืงแสงน้อยในระดบั 1 ถงึ 2 และความเขม้การเรอืงแสงมากในระดบั 4 ถงึ 5 

จากตวัอย่างระเบดิแสวงเครื่องจ าลอง จากนัน้น าตวัอย่างทัง้หมดมาตรวจสอบลายพมิพด์เีอ็นเอ

ดว้ยชดุน ้ายา Identifiler® Plus PCR Amplification (Thermo Fisher Scientific) 

  ผลการศกึษาพบว่าระดบัของการเรอืงแสงมคีวามสมัพนัธ์แบบแปรผนัตรงกบั

คุณภาพของลายพมิพด์เีอน็เอทีป่รากฏ โดยลายพมิพด์เีอน็เอทีไ่ดร้บัจากบรเิวณทีม่กีารเรอืงแสง

เขม้มคีุณภาพดกีวา่ ซึ่งไดร้บัลายพมิพด์เีอน็เอทีส่มบูรณ์ (full profile) สูงถงึรอ้ยละ 14.7 ในขณะ

ทีล่ายพมิพด์เีอน็เอทีไ่ดร้บัจากบรเิวณทีป่รากฏการเรอืงแสงจางนัน้มคีุณภาพต ่า กล่าวคอื ไดร้บั
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เพียงลายพิมพ์ดีเอน็เอบางส่วน (partial profile) และไม่ได้รบัลายพมิพ์ดีเอ็นเอที่สมบูรณ์เลย   

ค่าความแตกต่างของจ านวนอลัลลีและความสูงพคีจากตวัอย่างทัง้สองกลุ่ม แสดงในภาพที ่18 

 

 

ภำพท่ี 18 กราฟแสดงค่าเฉลี่ยและช่วงความเชื่อมัน่ที่ร้อยละ 95 ของความแตกต่างของ

จ านวนอลัลลีและความสูงพคีทีไ่ดร้บัจากตวัอย่างบรเิวณทีเ่รอืงแสงมากเปรยีบเทยีบกบับรเิวณที่

เรอืงแสงน้อย โดยแบ่งออกตามชนิดของวสัดุ 

 

  เมื่อทดสอบความแตกต่างของจ านวนอัลลีลเป้าหมายที่ได้รับทัง้หมดจาก

บริเวณที่เรืองแสงเข้มกบับริเวณที่เรืองแสงจาง โดยการวิเคราะห์ทางสถิติด้วย Bayesian 

Estimation Supersedes the t-test พบว่า จ านวนอลัลลีที่ได้รบัจากบรเิวณที่เรอืงแสงเข้มมีค่า

สูงกว่าบรเิวณที่เรอืงแสงจางอย่างมนีัยส าคญัทางสถติทิี่ความเชื่อมัน่ร้อยละ 95 โดยพบความ

แตกต่างของจ านวนอลัลลีทีไ่ดร้บัในชว่ง 5.3-15.3 อลัลลี ดงัแสดงในภาพที ่19 
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ภำพท่ี 19 กราฟแสดงการกระจายของความแตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ยจ านวนอลัลลีที่ได้รบัจาก

กระบวนการทีพ่ฒันาขึน้จากงานวจิยันี้กบักระบวนการมาตรฐานของต ารวจพสิูจน์หลกัฐาน  
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บทท่ี 4 

วิเครำะหผ์ล 

  งานวิจัยนี้สามารถพัฒนากระบวนการตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอจากหลักฐาน    

ระเบดิแสวงเครื่องทัง้ระบบ ด้วยการสร้างนวตักรรมส าหรบัระบุต าแหน่งของดเีอน็เอที่เกดิจาก

การสัมผสับนหลักฐานระเบิดแสวงเครื่องโดยใช้ชุดน ้ ายาสารเรืองแสงร่วมกับการพัฒนา

กระบวนการตรวจพสิูจน์ดเีอน็เอดว้ยเทคนิคไดเรค็พซีอีารไ์ดส้ าเรจ็ อกีทัง้ยงัทวนสอบการใชง้าน

จริงของกระบวนการที่พฒันาขึ้นกบัตวัอย่างระเบิดแสวงเครื่องจ าลองอีกด้วย ทัง้นี้ปัจจยัที่

ส่งเสริมความส าเร็จดงักล่าวมีหลายประการ เช่น คุณสมบตัิและการเลือกใช้สารเรืองแสงที่

เหมาะสม การเกบ็รกัษาชดุน ้ายาสารเรอืงแสง การพฒันากระบวนการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอแบบ

ไดเรค็พซีอีารท์ีเ่หมาะสม เป็นตน้ โดยจะกล่าวถงึรายละเอยีดของปัจจยัเหล่านี้ต่อไป 

 

1. คุณสมบติัและกำรเลือกใช้สำรเรืองแสงท่ีเหมำะสมส ำหรบัตรวจหำดีเอ็นเอจำก      

กำรสมัผสั 

  จากผลการศึกษาเปรียบเทียบชนิดของสารเรืองแสงทัง้  6 ชนิด พบว่า          

สารเรืองแสง SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain มีความเหมาะสมที่สุดในการใช้เพื่อ

วตัถุประสงคด์งักล่าว กล่าวคอื เป็นสารเรอืงแสงทีค่วามเขม้ขน้น้อยทีสุ่ดทีย่งัใหผ้ลการเรอืงแสง

ในระดบัสูงสุดในทุกวสัดุทดลอง และส่งผลกระทบต่อคุณภาพลายพมิพ์ดเีอน็เอน้อยที่สุด ทัง้นี้

อาจเนื่องจากสารเรอืงแสงชนิดนี้มกีลไกในการจบักบัดเีอน็เอหลายรูปแบบ ได้แก่ กลไกการจบั

บรเิวณร่องเลก็ของเกลยีวดเีอน็เอ กลไกการจบัตรงต าแหน่งระหว่างเบสคู่สมของดเีอน็เอ และ

กลไกการจบัดว้ยความเสถยีรของข ัว้ไฟฟ้า [92] ในขณะทีส่ารเรอืงแสงอื่นๆ มกีลไกในการจบักบั

ดีเอ็นเอเพียง 1-2 รูปแบบเท่านัน้ เช่น สารเรืองแสง SYTOX® Green Nucleic Acid Stain 

สามารถเข้าจบักบัดเีอน็เอโดยใช้กลไกการจบัตรงต าแหน่งระหว่างเบสคู่สมของดีเอ็นเอและ  

การจบัดว้ยความเสถยีรของขัว้ไฟฟ้า [93] ส่วนสารเรอืงแสง SYBR® Safe DNA Gel stain จบั

กบัดีเอ็นเอบริเวณร่องของเกลียวดีเอ็นเอ [50] เป็นต้น ด้วยเหตุนี้จึงอาจท าให้สารเรืองแสง 

SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain สามารถจับกับดีเอ็นเอและเกิดการเรืองแสงได้

มากกว่าสารเรอืงแสงชนิดอื่นๆทีค่วามเขม้ขน้เดยีวกนั ซึ่งพบว่าสารเรอืงแสง SYBR® Green I 
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Nucleic Acid Gel Stain สามารถเรืองแสงเพิ่มขึ้นได้กว่า 1,000 เท่าเมื่อจบักบัดีเอ็นเอ [92] 

นอกจากนี้สารเรอืงแสงดงักล่าวยงัมคีุณสมบตัใินการซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์เขา้สู่ภายในเซลลไ์ด้ 

ท าให้สามารถเข้าจบักบัดีเอ็นเอทัง้ที่อยู่ภายในและภายนอกเซลล์ได้ [94] ส่งผลให้สามารถ   

เรืองแสงได้มากขึ้น ในขณะที่สารเรืองแสงชนิดอื่นๆ เช่น สารเรืองแสง  Evagreen™ และ 

GelRed™ ไม่มคีุณสมบตัซิึมผ่านเยื่อหุม้เซลล์ ท าให้จบักบัดเีอน็เอภายนอกเซลล์ไดเ้พยีงอย่าง

เดยีว จงึอาจท าให้ประสทิธภิาพการเรืองแสงลดลงเมื่อเปรยีบเทียบกบัสารเรอืงแสง SYBR® 

Green I Nucleic Acid Gel Stain 

  นอกจากนี้ ส าร เรือ งแสง  SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain ยังมี

คุณสมบตัอิื่นๆที่เหมาะสมส าหรบัใช้ตรวจหาดเีอน็เอที่เกดิจากการสมัผสับนหลกัฐานกล่าวคอื 

สารเรอืงแสงดงักล่าวมคีวามเป็นพษิต ่า (low cytotoxicity) และมคีวามเป็นสารก่อมะเรง็ต ่า (low 

mutagenic property) ทีค่วามเขม้ขน้ 10,000 เท่า [95] ซึ่งงานวจิยันี้ท าการเจอืจางสารเรอืงแสง

ดงักล่าวด้วยน ้ากลัน่สะอาดกว่า 11,000 เท่า เพื่อปรบัให้อยู่ในสูตรความเขม้ขน้ทีเ่หมาะสมแก่

การใช้งานคอื 0.9X ดงันัน้ชุดน ้ายาสารเรืองแสง SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain ที่

พัฒนาขึ้นจากงานวิจยันี้จึงมีความปลอดภัยต่อผู้ใช้งานสูงมาก เนื่องจากความเข้มข้นของ     

สารเรอืงแสงสูตรทีพ่ฒันาขึน้อยู่ในระดบัทีเ่จอืจางกวา่ความเขม้ขน้ที่เป็นพษิดงักล่าว นอกจากนี้

เมื่อพิจารณาปัจจยัในเรื่องต้นทุนน ้ายาสารเรืองแสง พบว่า  สารเรืองแสง SYBR® Green I 

Nucleic Acid Gel Stain มีค่าใช้จ่ายต่อตวัอย่างต ่า คือประมาณ 1.40 บาทเท่านัน้ ในขณะที่  

สารเรอืงแสงอื่นๆมคี่าใชจ้่ายต่อตวัอย่างสูง คอืในช่วง 9-750 บาท อย่างไรกต็ามผลการศกึษา

พบว่าสารเรืองแสง Diamond™ Nucleic Acid Dye มีประสิทธิภาพที่ดตี่อการจบักบัดเีอน็เอที่

เกดิจากการสมัผสัรองลงมา อกีทัง้ยงัมคีวามเป็นพษิและมคี่าใชจ้่ายต ่า คอืประมาณ 0.90 บาท

ต่อตวัอย่าง [50] ดงันัน้ดว้ยเหตุผลดงัทีก่ล่าวขา้งตน้ทัง้หมด จงึน าสารเรอืงแสง SYBR® Green 

I Nucleic Acid Gel Stain และ Diamond™ Nucleic Acid Dye ไปใชท้ดลองในการศกึษาถดัไป 
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2. ผลกระทบของสำรเรืองแสง SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain และ Diamond™ 

Nucleic Acid Dye ต่อคณุภำพลำยพิมพดี์เอน็เอ 

 จากการเปรียบเทียบผลกระทบของสารเรืองแสง SYBR® Green I Nucleic 

Acid Gel Stain และ Diamond™ Nucleic Acid Dye ต่อคุณภาพของลายพิมพ์ดีเอ็นเอพบว่า

สารเรอืงแสง SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain ส่งผลกระทบต่อลายพมิพด์เีอน็เอน้อย

กว่าสารเรืองแสงอีกชนิดหนึ่ง ท าให้ได้รบัลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่มีคุณภาพดีกว่าจากทัง้ชุดการ

ทดลองที่ใช้ดเีอน็เอสกดัและดเีอน็เอที่เกดิจากการสมัผสั ทัง้นี้อาจเนื่องจากความเขม้ขน้ของ 

สารเรืองแสง SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain ที่เหมาะสมและใชใ้นการศกึษานี้ คอื 

0.9X ซึ่งน้อยกว่าความเข้มขน้ของสารเรืองแสง Diamond™ Nucleic Acid Dye (2.0X) อีกทัง้

เคยมกีารรายงานของนกัวจิยักลุ่มอื่นวา่สารเรอืงแสง SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain 

มผีลยบัยัง้ปฏกิรยิาพซีอีาร์ไดท้ี่ความเขม้ขน้มากกว่า 1.0X ในขณะที่สารเรอืงแสง Diamond™ 

Nucleic Acid Dye มีผลยับยัง้ปฏิกริยาพีซีอาร์ได้สมบูรณ์ที่ความเข้มข้นมากกว่า 1.5X          

[96, 97] ดังนัน้เหล่านี้จึงอธิบายเหตุผลที่สารเรืองแสง SYBR® Green I Nucleic Acid Gel 

Stain ส่งผลกระทบต่อคุณภาพลายพิมพ์ดีเอ็นเอน้อยกว่าสารเรืองแสง Diamond™ Nucleic 

Acid Dye 

 อย่างไรกต็ามผลการศกึษาจากงานวจิยันี้ไม่สอดคลอ้งกบัผลการวจิยัของ Alicia 

และคณะในปี พ.ศ. 2558 ซึ่งพบว่าตวัอย่างดีเอ็นเอที่ผสมกบัสารเรืองแสง SYBR® Green I 

Nucleic Acid Gel Stain มผีลประสทิธภิาพในการตรวจวเิคราะห์ลายพมิพ์ดเีอน็เอด้อยกว่าชุด  

การทดลองด้วยสารเรืองแสง Diamond™ Nucleic Acid Dye กล่าวคือ สารเรืองแสง SYBR® 

Green I Nucleic Acid Gel Stain ส่งผลยบัยัง้ปฏกิรยิาพซีีอาร์มากกว่า ท าให้จ านวนอลัลลีและ

ความสูงพคีเฉลีย่ทีไ่ดร้บัต ่ากวา่ชดุการทดลองสารเรอืงแสง Diamond™ Nucleic Acid Dye [90] 

โดยงานวจิยัดงักล่าวอธบิายสาเหตุวา่มาจากการทีส่ารเรอืงแสง SYBR® Green I Nucleic Acid 

Gel Stain รบกวนกลไกการจบัดีเอ็นเอของตัวกรองซิลิกา (silica filter) ในขัน้ตอนการสกดั      

ดีเอ็นเอ ท าให้ประสิทธิภาพในการจบักบัดีเอ็นเอของตวักรองซิลิกาลดลง ส่งผลให้สูญเสีย        

ดเีอน็เอไปในขัน้ตอนดงักล่าวจ านวนมาก และลม้เหลวในการไดร้บัลายพมิพด์เีอน็เอทีม่คีุณภาพ

ดี อย่างไรกต็ามงานวจิยันี้ไม่พบปัญหาดงักล่าวเนื่องจากกระบวนการที่พฒันาขึน้เป็นการใช้  

สารเรืองแสงร่วมกบัการตรวจวเิคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิคไดเร็คพีซีอาร์ ซึ่งเป็น
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เทคนิคการเพิม่ปริมาณดเีอ็นเอโดยตรงโดยไม่ผ่านขัน้ตอนการสกดั เป็นผลท าให้งานวจิยันี้

ได้รบัลายพมิพ์ดเีอน็เอที่มคีุณภาพดจีากชุดการทดลองสารเรอืงแสง SYBR® Green I Nucleic 

Acid Gel Stain ไดส้ าเรจ็ 

 

3. ปัจจยัท่ีส่งผลต่ออำยกุำรใช้งำนและวิธีกำรเกบ็รกัษำสำรเรืองแสงท่ีพฒันำขึน้ 

  จากผลการศกึษาอายุการใช้งานและวธิีการเก็บรกัษาสารเรืองแสง SYBR® 

Green I Nucleic Acid Gel Stain ความเขม้ขน้ 0.9X ซึ่งเป็นความเขม้ขน้ทีใ่หผ้ลการเรอืงแสงดี

ที่สุดจากการทดลองก่อนหน้าพบว่า สารเรอืงแสงความเขม้ขน้ดงักล่าวสามารถเกบ็รกัษาไดด้ี

ที่สุดที่อุณหภูมิ -20°C เป็นเวลา 1 วนั โดยยังปรากฎการเรืองแสงที่เข้มในระดับมากที่สุด 

ในขณะที่การเก็บรกัษาที่อุณหภูมิ 4°C และอุณหภูมิห้องพบว่ามีการลดลงของการเรืองแสง

ตัง้แต่วนัที ่1 ของการเกบ็รกัษา แสดงใหเ้หน็วา่อุณหภูมกิารเกบ็รกัษามผีลต่อประสทิธภิาพและ

ความเสื่อมสภาพของชุดน ้ายาดงักล่าว โดยอุณหภูมทิี่ต ่าสามารถรกัษาสภาพคุณสมบตัขิอง  

สารเรอืงแสงใหม้ปีระสทิธภิาพคงเดมิไดด้กีว่า ทัง้นี้เนื่องจากทีอุ่ณหภูมสิูงโมเลกุลของน ้าที่ผสม

ในสารละลายสารเรอืงแสงจะเกดิการสัน่ (molecular vibration) ไดม้ากขึน้ ท าใหเ้กดิการแตกตวั

ของโมเลกุลน ้าและฟอรม์ตวัเป็นไฮโดรเจนไอออน (hydrogen ion, H+) มากขึน้ [98] ส่งผลใหค้่า 

pH ของสารละลายสารเรอืงแสง SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain ลดลง ซึ่งการลดลง

ของค่า pH นี้  ส่งผลกระทบต่อเสถียรภาพและประสิทธิภาพการเรืองแสงของสารเรืองแสง 

SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain โดยค่าความเป็นกรดเบสที่ท าให้สารเรืองแสง

ดงักล่าวมเีสถยีรภาพ คอืชว่ง pH 7.5-8.0 [99] นอกจากนี้การเปลีย่นแปลงของค่าความเป็นกรด

เบสของสารเรอืงแสงยงัส่งผลต่อประจุของสารและอาจส่งผลกระทบต่อกลไกการจบักบั      ดี

เอน็เอด้วยความเสถยีรของขัว้ไฟฟ้า (stabilization of electrostatic) [92] ซึ่งเป็นคุณสมบตัหินึ่ง

ของสารเรอืงแสง SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain ในการจบักบัดเีอน็เอ  

  เมื่อพิจารณาปัจจยัในเรื่องเวลาการเก็บรกัษา พบว่า เมื่อเก็บรกัษาชุดน ้ายา 

สารเรอืงแสงเป็นระยะเวลานานจะส่งผลใหเ้สถยีรภาพของสารเรอืงแสงลดลงเช่นเดยีวกนั ทัง้นี้ 

เนื่ องจากเมื่อเก็บสารละลาย SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain ที่ผสมน ้ ากลัน่เป็น

เวลานาน โมเลกุลของน ้าจะเกดิการแตกตวัและฟอรม์ตวัเป็นไฮโดรเจนไอออน (H+) ได้มากขึน้ 

ท าใหค้่าความเป็นกรดเบสของสารละลายสารเรอืงแสงดงักล่าวลดลง และส่งผลกระทบเชงิลบต่อ
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ความสามารถในการจับกับดีเอ็นเอและประสิทธิภาพของสารเรืองแสงดงัที่อธิบายข้างต้น

เชน่เดยีวกนั  

  ปัจจยัอื่นๆที่อาจส่งผลต่อประสทิธภิาพของสารเรอืงแสงในการจบักบัดเีอ็นเอ 

ได้แก่ ชนิดของวสัดุที่ใชเ้ป็นบรรจุภณัฑ์ สภาวะแวดล้อมในการเกบ็รกัษา และความหนืดของ

สารละลายที่น ามาใชผ้สมกบัสารเรืองแสง [92] โดยชนิดของวสัดุทีใ่ชผ้ลติ บรรจุภณัฑ์บางชนิด 

เชน่ แกว้หรอืพลาสตกิทัว่ไปจะสามารถจบักบัโมเลกุลของสารเรอืงแสงได ้ท าใหจ้ านวนโมเลกุล

ของสารเรอืงแสงในสารละลายลดลงจากเดมิ ส่งผลให้ประสทิธภิาพของสารเรอืงแสงในการจบั

กบัดีเอ็นเอลดลง ดงันัน้จึงควรหลีกเลี่ยงบรรจุภัณฑ์ประเภทแก้วหรือพลาสติกทัว่ไป ควรใช้

บรรจุภณัฑป์ระเภทโพลโีพรพลินี (polypropylene) ซึ่งเป็นวสัดุทีม่ผีลกระทบน้อยทีสุ่ดในการจบั

โมเลกุลของสารเรืองแสง [99] นอกจากนี้สภาวะแวดล้อมในการเกบ็รกัษาสามารถส่งผลต่อ

ประสิทธิภาพของสารเรอืงแสงได้เช่นเดยีวกนั โดยการเกบ็รกัษาสารเรืองแสงให้พ้นจากแสง

ภายนอกจะช่วยป้องกันการเสียสภาพของสารเรืองแสงได้ เนื่ องจากแสงภายนอกจะมี

องค์ประกอบส่วนหนึ่งเป็นแสงยูว ี(UV) และแสงที่สารเรอืงแสง SYBR® Green I Nucleic Acid 

Gel Stain สามารถดูดกลนืได ้โดยแสงเหล่านี้จะท าใหโ้ครงสร้างสาร SYBR® Green I Nucleic 

Acid Gel Stain เปลี่ยนสภาพไปจากเดมิหรอือาจท าลายพนัธะโควาเลนทภ์ายในโมเลกุล ท าให้

ประสทิธภิาพการเรอืงแสงลดลง เรยีกปรากฎการณ์ดงักล่าวว่าโฟโตบลชีชิง่ (photobleaching) 

[100, 101] เพื่อป้องกันและรักษาเสถียรภาพของชุดน ้ ายาสารเรืองแสง SYBR® Green I 

Nucleic Acid Gel Stain งานวจิยันี้จงึเกบ็รกัษาสารเรอืงแสงดงักล่าวในขวดบรรจุภัณฑ์ที่ผลิต

จากวสัดุ polypropylene รวมทัง้ป้องกนัแสงจากภายนอกตลอดระยะเวลาการเกบ็รกัษา อย่างไร

กต็ามงานวจิยัในอนาคตอาจมกีารทดลองปรบัเปลี่ยนสารละลายที่ใชเ้จอืจางสารเรอืงแสงเพื่อ

เพิม่การรกัษาเสถยีรภาพและประสทิธภิาพในการเรอืงแสง เช่น สารละลายที่ช่วยรกัษาค่า pH 

เช่น สารละลาย DMSO และ PBS หรอืสารละลายที่มคีวามหนืดสูงขึน้ เช่น glycerol [92] เป็น

ตน้  
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4. กำรทวนสอบกำรใช้งำนจริงของชุดน ้ ำยำสำรเรืองแสงร่วมกับกระบวนกำร             

ตรวจพิสจูน์ดีเอน็เอแบบไดเรค็พีซีอำรก์บัตวัอย่ำงระเบิดแสวงเครื่องจ ำลอง 

  ผลการเปรียบเทียบคุณภาพลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้รับจากการใช้ชุดน ้ ายา     

สารเรืองแสงและกระบวนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคไดเร็คพีซีอาร์ที่พัฒนาขึ้น

เปรยีบเทยีบกบักระบวนการมาตรฐานของต ารวจพสิูจน์หลกัฐานพบวา่ กระบวนการทีพ่ฒันาขึน้

มอีตัราความส าเรจ็ในการตรวจวเิคราะหล์ายพมิพด์เีอน็เอจากหลกัฐานระเบดิแสวงเครื่องจ าลอง   

สูงกว่า โดยให้จ านวนลายพมิพ์ดเีอน็เอที่สมบูรณ์สูงถงึร้อยละ 14.7 ในขณะที่จ านวนลายพมิพ์  

ดเีอน็เอทีส่มบูรณ์ทีไ่ดร้บัจากกระบวนการมาตรฐานของต ารวจพสิูจน์หลกัฐานมเีพยีงรอ้ยละ 7.5 

เท่านัน้ ทัง้นี้เนื่องจากการใชส้ารเรอืงแสงทีพ่ฒันาขึน้ท าใหส้ามารถมองเหน็และระบุต าแหน่งของ

ดเีอน็เอจากการสมัผสับนวสัดุได ้จงึสามารถเลอืกเกบ็ตวัอย่างเฉพาะต าแหน่งทีพ่บการเรอืงแสง 

ส่งผลให้ได้รบัลายพมิพ์ดเีอน็เอที่มคีุณภาพสูงและมคีวามส าเรจ็สูงขึน้ ในขณะที่กระบวนการ

มาตรฐานของต ารวจพสิูจน์หลกัฐานนัน้ท าการเกบ็ตวัอย่างดเีอน็เอที่เกดิจากการสมัผสัแบบสุ่ม

ทัว่พืน้ผวิวสัดุหลกัฐานในคราวเดยีวโดยอาศยัประสบการณ์ ไม่สามารถระบุต าแหน่งของดเีอน็เอ

หรอืจ ากดัขนาดของพืน้ทีท่ีจ่ะท าการเกบ็กูด้เีอน็เอได ้จงึอาจไม่ไดร้บั  ดเีอน็เอหรอืท าใหด้เีอน็เอ

ที่เกบ็กู้ได้หลุดกลบัไปตดิอยู่บนพื้นผวิวสัดุหลกัฐานส่วนอื่นๆ ส่งผลให้ได้รบัลายพมิพ์ดเีอน็เอ

คุณภาพต ่า หรือเกิดความล้มเหลวในการได้รบัลายพิมพ์ดเีอน็เอ นอกจากนี้งานวจิัยนี้ยงัใช้

เทคนิคไดเรค็พซีอีาร์ซึ่งเป็นเทคนิคการเพิม่ปรมิาณ   ดเีอน็เอจากตวัอย่างโดยตรงโดยไม่ผา่น

ขัน้ตอนการสกดั จงึลดการสูญเสยีดเีอน็เอจากขัน้ตอนดงักล่าว [9] ท าให้โอกาสความส าเรจ็ใน

การตรวจวเิคราะหล์ายพมิพด์เีอน็เอสูงขึน้ 

  ชดุน ้ายาสารเรอืงแสงและกระบวนการทีพ่ฒันาขึน้นี้ยงัท าใหไ้ด้รบัจ านวนอลัลีล

ที่แท้จริงหรืออัลลีลเป้าหมายของอาสาสมัครผู้ประกอบระเบิด (donor’s allele) มากกว่า

กระบวนการมาตรฐานของต ารวจพสิูจน์หลกัฐานอย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิแสดงให้เหน็ว่าการ

ตรวจเก็บดีเอ็นเอที่เกิดจากการสัมผัสจากหลักฐานระเบิดแสวงเครื่องโดยใช้ชุดน ้ ายา             

สารเรอืงแสงทีพ่ฒันาขึน้สามารถชว่ยคดัเลอืกดเีอน็เอจากแหล่งทีม่าเดยีวและลดการเกดิดเีอน็เอ

โปรไฟลแ์บบผสมระหว่างหลายบุคคลได ้ซึ่งสอดคล้องกบัในงานวจิยัของ Ostojic และคณะในปี 

พ.ศ. 2560 ที่พบว่าการแบ่งเก็บตวัอย่างดีเอ็นเอจากพื้นที่ย่อยได้รับลายพิมพ์ดีเอ็นเอจาก
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แหล่งที่มาเดยีวหรอือลัลลีที่แท้จรงิมากกว่าตวัอย่างที่เกบ็จากพืน้ที่ใหญ่ในคราวเดยีว ส่งผลให้

ชว่ยลดปัญหาดเีอน็เอแบบผสมและชว่ยลดความยุ่งยากในการแปลผล [102]   

  นอกจากนี้ผลการทดลองยงัพบว่า ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้รบัจากบริเวณที่มี   

การเรอืงแสงเขม้มคีุณภาพดกีว่าลายพมิพด์เีอน็เอที่ไดร้บัจากบรเิวณทีป่รากฏการเรอืงแสงจาง 

แสดงให้เห็นว่าความเข้มของการเรืองแสงมีความสมัพันธ์แบบแปรผนัตรงกับคุณภาพของ    

ลายพมิพ์ดเีอน็เอ ทัง้นี้เนื่องจากบรเิวณที่มกีารเรอืงแสงเขม้นัน้คอืบริเวณที่มปีรมิาณดเีอ็นเอ

มาก ท าให้สารเรืองแสงเข้าไปจบัและเกิดการเรืองแสงได้มาก ดงันัน้เมื่อเก็บกู้ดีเอ็นเอจาก

บริเวณดงักล่าวไปตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอจงึมีโอกาสความส าเร็จในการได้รบัลายพมิพ์      

ดเีอน็เอคุณภาพดสีูง แสดงใหเ้หน็ว่าความเขม้ของการเรอืงแสงสามารถระบุโอกาสในการไดร้บั

ลายพมิพด์เีอน็เอไดเ้บือ้งตน้  

 เมื่อพิจารณาความส าเร็จและคุณภาพลายพิมพ์ดเีอน็เอที่ได้รบัจากเซลล์และ   

ดีเอ็นเออิสระที่เกดิจากการสมัผสับนวสัดุหลกัฐานระเบดิแสวงเครื่องจ าลองชนิดต่างๆพบว่า 

ชนิดของวสัดุส่งผลต่อคุณภาพลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้รับ โดยผลการศึกษาพบว่า เทปกาว       

พนัสายไฟซึ่งบรรจุอยู่ในทอ่พวีซีเีป็นวสัดทุีส่ามารถเกบ็กูด้เีอน็เอและตรวจสอบลายพมิพด์เีอน็เอ

ไดจ้ านวนอลัลลีมากทีสุ่ด รองลงมาคอืเทปกาวทีใ่ชพ้นัแบตเตอรี่ ท่อพวีซี ีสายไฟ และเทปกาวที่

ใชพ้นัท่อพวีซีภีายนอก ทัง้นี้จ านวนอลัลลีทีไ่ดร้บัขึน้อยู่กบัหลายปัจจยั ไดแ้ก่ ลกัษณะการใชง้าน

หรอืการประกอบระเบดิ วธิกีารสมัผสั แรงกด และทศิทางในการสมัผสัวสัดุ รวมทัง้จ านวนครัง้

ในการสมัผสัซ ้าๆ ลงบนวสัดุนัน้ [32] เช่น เทปกาวพนัสายไฟและเทปกาวพนัแบตเตอรี่ซึ่งมี

ขนาดเลก็และตอ้งออกแรงกดถูขณะประกอบ จงึท าใหม้เีซลลแ์ละดเีอน็เออสิระหลุดออกมาตดิอยู่

มากกวา่เทปกาวส่วนทีใ่ชพ้นัท่อพวีซีภีายนอกซึ่งอาสาสมคัรส่วนใหญ่มกัจะจบัแกนของเทปกาว 

ไม่ได้จบัหรอืกดลงบนผวิของเทปกาว เป็นต้น นอกจากนี้ปรมิาณของดเีอน็เอจากการสมัผสัยงั

ขึน้อยู่กบัลกัษณะพืน้ผวิของวสัดุอกีดว้ย โดยวสัดุทีม่พีืน้ผวิหยาบหรอืมรีูพรุนจะสามารถขดูลอก

เซลลผ์วิหนงัใหม้าตดิไดด้กีวา่วสัดุพืน้ผวิเรยีบไม่มรีูพรุน [103] 
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5. กำรศึกษำผลบวกปลอม (artifact) 

  จากการวเิคราะห์ลายพมิพ์ดเีอน็เอทัง้หมดที่ได้รบัในการศกึษานี้จ านวน 204 

ตวัอย่าง ซึ่งประกอบด้วยลายพมิพ์ดเีอน็เอของตวัอย่างเซลล์และดเีอน็เออสิระจากการสมัผสั 

116 ตวัอย่าง ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของดีเอ็นเอสกดั 60 ตวัอย่าง และลายพิมพ์ดีเอ็นเอจากชุด

ควบคุมลบและชุดควบคุมบวก อย่างละ 14 ตวัอย่าง พบผลบวกปลอมทัง้หมด 3 รูปแบบ คอื 

split peak, stutter และ pull-up ซึ่งเกดิไดจ้ากตวัอย่างหรอืเครื่องมอืทีใ่ชใ้นการวเิคราะห ์ 

  ผลบวกปลอม stutter คอื อลัลลีที่มหีน่วยซ ้าน้อยหรอืมากกว่าอลัลลีที่คาดหวงั 

1 หน่วยซ ้า มีความสูงพีคประมาณ 15-20 เปอร์เซ็นต์ของพีคจริง โดยงานวจิยันี้พบผลบวก

ปลอม stutter ในสดัส่วนมากที่สุดคอืร้อยละ 66 ซึ่งผลบวกปลอมดงักล่าวมสีาเหตุมาจากการ

เลื่อนหลุดของสายดเีอน็เอต้นแบบ หรอืสายดเีอน็เอที่ถูกสงัเคราะหข์ึน้ในระหว่างกระบวนการ

พซีีอาร ์ท าให้เกดิการเพิม่หรอืลดจ านวนหน่วยซ ้าขึน้ [104] ทัง้นี้เนื่องจากงานวจิยันี้ใชต้วัอย่าง

เป็นเซลล์และดีเอ็นเออิสระจากการสมัผสัซึ่งเป็นดีเอ็นเอปริมาณน้อย (LCN) และมีการเพิ่ม

จ านวนรอบของปฏกิรยิาพซีอีารจ์ากเดมิ 29 รอบเป็น 32 รอบ ซี่งเป็นหนึ่งในสาเหตุหลกัทีท่ าให้

เกดิผลบวกปลอมประเภท stutter มากในงานวจิยันี้ [105] 

  split peak คอื อลัลลีทีม่ลีกัษณะปลายพคีแตกออกจากกนั พบในสดัส่วนรอ้ยละ 

5 ซึ่ง split peak มีสาเหตุมาจากการที่เอนไซม์พอลิเมอเรส (polymerase) ท างานได้ไม่เต็ม

ประสิทธิภาพ เนื่องจากเติมเบสอะดินนิน (adenine) ปลายสายดีเอ็นเอที่ถูกสร้างขึ้นด้าน 3’    

ไม่สมบูรณ์ ท าให้ดเีอน็เอบางชิ้นส่วนขาดเบสอะดินินไป (-A) ส่งผลให้เกดิความแตกต่างของ

ผลติภณัฑพ์ซีอีารใ์นส่วนปลาย 3’ นี้ [104]  

  ผลบวกปลอม pull-up คือ การที่เบสไลน์ (base line) ของสีอื่นๆในกราฟ              

อิเล็กโทรฟิโรแกรม (electropherogram) ถูกดึงขึ้นมาอยู่ใต้พคีหนึ่งพคี แสดงให้เห็นเป็นแถบ    

สีชมพูในทุกต าแหน่งของดีเอน็เอที่ท าการตรวจวเิคราะห์ที่มขีนาดเท่ากนั พบในสดัส่วน 0.5 

เปอร์เซ็นต์ ซึ่ง pull up มสีาเหตุมาจากตวัอย่างมปีรมิาณดเีอน็เอที่มากเกนิไปในกระบวนการ

เพิ่มปริมาณและตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอ จนเกินความสามารถในการตรวจวดั (limit of 

detection) ของเครื่องแคปิลลารอีเิลก็โทรโฟรซีิส (capillary electrophoresis) ท าให้ไม่สามารถ

ตรวจแยกแถบสทีีซ่้อนทบักนัได้ [104]  
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บทท่ี 5 

สรปุผลกำรทดลอง 

 งานวจิยันี้พฒันาชดุน ้ายาสารเรอืงแสงส าหรบัตรวจหาดเีอน็เอจากการสมัผสับน

หลกัฐานระเบิดแสวงเครื่อง ร่วมกบัพฒันากระบวนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่เรืองแสงด้วย

เทคนิคไดเรค็พซีอีารไ์ดส้ าเรจ็ โดยสามารถประยุกตใ์ชผ้ลผลติทีพ่ฒันาขึน้ไดก้บัวสัดุทุกประเภท

ยกเวน้วสัดุทีม่สีเีขยีว ผลผลติของงานวจิยัสามารถเพิม่โอกาสความส าเรจ็ในการไดร้บัลายพมิพ์

ดเีอน็เอจากคดรีะเบดิแสวงเครื่องจ าลองไดเ้พิม่ขึน้อย่างมนียัส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบั

วธิมีาตรฐานของศูนย์พศิูนยห์ลกัฐาน ส านักงานต ารวจแห่งชาต ิทัง้นี้ชุดน ้ายาสารเรอืงแสงทีม่ี

ประสทิธภิาพดทีี่สุดคือ สารเรอืงแสง SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain ที่ความเขม้ขน้ 

0.9X ซึ่งเป็นสูตรความเขม้ขน้ทีน้่อยที่สุดทีใ่หก้ารเรอืงแสงสูงสุด มคีวามเป็นพษิและความเป็น

สารก่อมะเรง็ต ่า ปลอดภยัต่อผูใ้ชง้าน และมอีายุการใชง้าน 1 วนัหลงัจากผสมน ้ายา เมื่อเกบ็ให้

พน้จากแสงภายนอกทีอุ่ณหภูม ิ-20ºC  

 ผลผลติของงานวจิยันี้สามารถช่วยลดระยะเวลาในการตรวจพสิูจน์ดเีอน็เอจาก

หลกัฐานระเบดิแสวงเครื่องเหลอืครึ่งหนึ่งของวธิมีาตรฐาน คอืใชเ้วลาในการตรวจพสิูจน์เพยีง   

4 ชัว่โมงต่อตัวอย่าง อีกทัง้ยังช่วยลดงบประมาณค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์ดีเอ็นเอได้ถึง       

480 บาทต่อตัวอย่าง หรือเป็นจ านวนเงินมากถึง 14,400,000 บาทต่อปี (ประมาณจ านวน

ตวัอย่างระเบดิแสวงเครื่องทีต่รวจพสิูจน์ดเีอน็เอ 30,000 ตวัอย่างต่อปีงบประมาณ (ขอ้มูลจาก

ต ารวจพิสูจน์หลักฐาน ศูนย์พิสูจน์หลักฐาน 10 ส านักงานต ารวจแห่งชาติ)) นอกจากนี้

ผลงานวจิยัในครัง้นี้ยงัสามารถลดจ านวนชัว่โมงท างานของเจ้าหน้าที่และเป็นประโยชน์ต่อ

หน่วยงานความมัน่คงของประเทศ รวมทัง้อาจช่วยลดจ านวนเหตุการณ์ความไม่สงบ ลดความ

แบ่งแยกของประชาชนในพื้นที่ เพิม่ความมัน่ใจของประชาชนต่อการท างานของเจ้าหน้าที่ร ัฐ 

และอาจเป็นส่วนหนึ่งในการน าความสงบสุขกลบัคนืสู่จงัหวดัชายแดนใตไ้ดใ้นอนาคต  
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ตำรำงท่ี 3 สรุปเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพของชดุน ้ายาสารเรอืงแสงและกระบวนการทีพ่ฒันาขึน้

ในงานวจิยันี้ และกระบวนการมาตรฐานของต ารวจพสิูจน์หลกัฐาน 10 ส านกังานต ารวจแห่งชาต ิ

ผลกระทบ 
กระบวนกำรท่ี

พฒันำขึน้ 

กระบวนกำร

มำตรฐำน 

อตัราความส าเรจ็  
(ลายพมิพด์เีอน็เอทีส่มบูรณ์) 

รอ้ยละ 14.7 รอ้ยละ 7.5 

ระยะเวลาด าเนนิการ 4 ชัว่โมง 8 ชัว่โมง 

ค่าใชจ้่ายตรวจสอบลายพมิพด์เีอน็เอ 

ต่อตวัอย่าง 
2,030 บาท 2,510 บาท 

ค่าใชจ้่ายตรวจสอบลายพมิพด์เีอน็เอตอ่ปี 

(30,000 ตวัอย่าง) 
60,900,000 บาท 75,300,000 บาท 

ค่าใชจ้่ายทีล่ดลงต่อปี 14,400,000 

ชัว่โมงการท างานและผลกระทบต่อสงัคม ไม่สามารถประเมนิค่าได ้
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ภำพท่ี 1 ภาพถ่ายการเรืองแสงของดีเอ็นเอจากการสมัผสับนวสัดุพีวซีี โดยใช้สารเรืองแสง 

SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain ที่ความเข้มข้นต่างๆ ประกอบด้วย ตัวควบคุม

ทางบวกซึ่งเป็นดเีอน็เอสกดัความเขม้ขน้ 5 นาโนกรมัต่อไมโครลติร ปรมิาตร 5 ไมโครลติร (PS; 

Positive substrate) ตวัควบคุมทางลบซึ่งเป็นวสัดุเปล่าทีไ่ม่มดีเีอน็เอ (NS; Negative substrate) 

และตวัอย่างดเีอน็เอจากการสมัผสัทัง้หมด 5 ตวัอย่าง (T1 ถงึ T5) 
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ภำพท่ี 2 ภาพถ่ายการเรืองแสงของดีเอ็นเอจากการสมัผสับนวสัดุพีวซีี โดยใช้สารเรืองแสง 

Diamond™ Nucleic Acid Dye ที่ความเขม้ขน้ต่างๆ ประกอบด้วย ตวัควบคุมทางบวกซึ่งเป็น  

ดีเอ็นเอสกดัความเข้มข้น 5 นาโนกรมัต่อไมโครลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร (PS; Positive 

substrate) ตวัควบคุมทางลบซึ่งเป็นวสัดุเปล่าที่ไม่มีดีเอ็นเอ (NS; Negative substrate) และ

ตวัอย่างดเีอน็เอจากการสมัผสัทัง้หมด 5 ตวัอย่าง (T1 ถงึ T5) 
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ภำพท่ี 3 ภาพถ่ายการเรืองแสงของดีเอ็นเอจากการสมัผสับนวสัดุพีวซีี โดยใช้สารเรืองแสง 

SYTOX® Green Nucleic Acid Stain ทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ ประกอบดว้ย ตวัควบคุมทางบวกซึ่ง

เป็นดเีอน็เอสกดัความเขม้ขน้ 5 นาโนกรมัต่อไมโครลติร ปรมิาตร 5 ไมโครลติร (PS; Positive 

substrate) ตวัควบคุมทางลบซึ่งเป็นวสัดุเปล่าที่ไม่มีดีเอ็นเอ (NS; Negative substrate) และ

ตวัอย่างดเีอน็เอจากการสมัผสัทัง้หมด 5 ตวัอย่าง (T1 ถงึ T5) 
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ภำพท่ี 4 ภาพถ่ายการเรืองแสงของดีเอ็นเอจากการสมัผสับนวสัดุพีวซีี โดยใช้สารเรืองแสง 

SYBR® Safe DNA Gel stain ที่ความเขม้ขน้ต่างๆ ประกอบด้วย ตวัควบคุมทางบวกซึ่งเป็น    

ดีเอ็นเอสกดัความเข้มข้น 5 นาโนกรมัต่อไมโครลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร (PS; Positive 

substrate) ตวัควบคุมทางลบซึ่งเป็นวสัดุเปล่าที่ไม่มีดีเอ็นเอ (NS; Negative substrate) และ

ตวัอย่างดเีอน็เอจากการสมัผสัทัง้หมด 5 ตวัอย่าง (T1 ถงึ T5) 
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ภำพท่ี 5 ภาพถ่ายการเรืองแสงของดีเอ็นเอจากการสมัผสับนวสัดุพีวซีี โดยใช้สารเรืองแสง 

EvaGreen™ Fluorescent DNA Stain ที่ความเขม้ขน้ต่างๆ ประกอบด้วย ตวัควบคุมทางบวก

ซึ่งเป็นดีเอ็นเอสกัดความเข้มข้น 5 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร (PS; 

Positive substrate) ตวัควบคุมทางลบซึ่งเป็นวสัดุเปล่าทีไ่ม่มดีเีอน็เอ (NS; Negative substrate) 

และตวัอย่างดเีอน็เอจากการสมัผสัทัง้หมด 5 ตวัอย่าง (T1 ถงึ T5) 

 

 

ภำพท่ี 6 ภาพถ่ายการเรืองแสงของดีเอ็นเอจากการสมัผสับนวสัดุพีวซีี โดยใช้สารเรืองแสง 

GelRed™ Nucleic Acid Stain ที่ความเขม้ขน้ต่างๆ ประกอบด้วย ตวัควบคุมทางบวกซึ่งเป็น  

ดีเอ็นเอสกดัความเข้มข้น 5 นาโนกรมัต่อไมโครลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร (PS; Positive 

substrate) ตวัควบคุมทางลบซึ่งเป็นวสัดุเปล่าที่ไม่มีดีเอ็นเอ (NS; Negative substrate) และ

ตวัอย่างดเีอน็เอจากการสมัผสัทัง้หมด 5 ตวัอย่าง (T1 ถงึ T5) 
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ภำพท่ี 7 ภาพถ่ายการเรืองแสงของดีเอ็นเอจากการสัมผสับนวสัดุเทปพันสายไฟ โดยใช้        

สารเรืองแสง SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain ที่ความเข้มข้นต่างๆ ประกอบด้วย     

ตวัควบคุมทางบวกซึ่งเป็นดีเอ็นเอสกดัความเข้มข้น 5 นาโนกรมัต่อไมโครลิตร ปริมาตร 5 

ไมโครลิตร (PS; Positive substrate) ตวัควบคุมทางลบซึ่งเป็นวสัดุเปล่าที่ไม่มดีีเอน็เอ (NS; 

Negative substrate) และตวัอย่างดเีอน็เอจากการสมัผสัทัง้หมด 5 ตวัอย่าง (T1 ถงึ T5) 
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ภำพท่ี 8 ภาพถ่ายการเรืองแสงของดีเอ็นเอจากการสัมผสับนวสัดุเทปพันสายไฟโดยใช้           

สารเรืองแสง Diamond™ Nucleic Acid Dye ที่ความเข้มข้นต่างๆ ประกอบด้วย ตวัควบคุม

ทางบวกซึ่งเป็นดเีอน็เอสกดัความเขม้ขน้ 5 นาโนกรมัต่อไมโครลติร ปรมิาตร 5 ไมโครลติร (PS; 

Positive substrate) ตวัควบคุมทางลบซึ่งเป็นวสัดุเปล่าทีไ่ม่มดีเีอน็เอ (NS; Negative substrate) 

และตวัอย่างดเีอน็เอจากการสมัผสัทัง้หมด 5 ตวัอย่าง (T1 ถงึ T5) 
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ภำพท่ี 9 ภาพถ่ายการเรืองแสงของดีเอ็นเอจากการสัมผสับนวสัดุเทปพันสายไฟ โดยใช้        

สารเรืองแสง  SYTOX® Green Nucleic Acid Stain ที่ความเข้มข้นต่างๆ ประกอบด้วย             

ตวัควบคุมทางบวกซึ่งเป็นดีเอ็นเอสกดัความเข้มข้น 5 นาโนกรมัต่อไมโครลิตร ปริมาตร 5 

ไมโครลิตร (PS; Positive substrate) ตวัควบคุมทางลบซึ่งเป็นวสัดุเปล่าที่ไม่มดีีเอน็เอ (NS; 

Negative substrate) และตวัอย่างดเีอน็เอจากการสมัผสัทัง้หมด 5 ตวัอย่าง (T1 ถงึ T5) 
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ภำพท่ี 10 ภาพถ่ายการเรืองแสงของดีเอ็นเอจากการสมัผสับนวสัดุเทปพนัสายไฟ โดยใช้      

สารเรืองแสง SYBR® Safe DNA Gel stain ที่ความเข้มข้นต่างๆ ประกอบด้วย ตัวควบคุม

ทางบวกซึ่งเป็นดเีอน็เอสกดัความเขม้ขน้ 5 นาโนกรมัต่อไมโครลติร ปรมิาตร 5 ไมโครลติร (PS; 

Positive substrate) ตวัควบคุมทางลบซึ่งเป็นวสัดุเปล่าทีไ่ม่มดีเีอน็เอ (NS; Negative substrate) 

และตวัอย่างดเีอน็เอจากการสมัผสัทัง้หมด 5 ตวัอย่าง (T1 ถงึ T5) 
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ภำพท่ี 11 ภาพถ่ายการเรืองแสงของดีเอ็นเอจากการสมัผสับนวสัดุเทปพนัสายไฟ โดยใช้     

สารเรืองแสง EvaGreen™ Fluorescent DNA Stain ที่ความเข้มข้นต่างๆ ประกอบด้วย          

ตวัควบคุมทางบวกซึ่งเป็นดีเอ็นเอสกดัความเข้มข้น 5 นาโนกรมัต่อไมโครลิตร ปริมาตร 5 

ไมโครลิตร (PS; Positive substrate) ตวัควบคุมทางลบซึ่งเป็นวสัดุเปล่าที่ไม่มดีีเอน็เอ (NS; 

Negative substrate) และตวัอย่างดเีอน็เอจากการสมัผสัทัง้หมด 5 ตวัอย่าง (T1 ถงึ T5) 

 

 

ภำพท่ี 12 ภาพถ่ายการเรืองแสงของดีเอ็นเอจากการสมัผสับนวสัดุเทปพนัสายไฟ โดยใช้       

สารเรืองแสง GelRed™ Nucleic Acid Stain ที่ความเข้มข้นต่างๆ ประกอบด้วย ตวัควบคุม

ทางบวกซึ่งเป็นดเีอน็เอสกดัความเขม้ขน้ 5 นาโนกรมัต่อไมโครลติร ปรมิาตร 5 ไมโครลติร (PS; 

Positive substrate) ตวัควบคุมทางลบซึ่งเป็นวสัดุเปล่าทีไ่ม่มดีเีอน็เอ (NS; Negative substrate) 

และตวัอย่างดเีอน็เอจากการสมัผสัทัง้หมด 5 ตวัอย่าง (T1 ถงึ T5) 
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ภำพท่ี 13 ภาพถ่ายการเรืองแสงของดีเอ็นเอจากการสมัผสับนวสัดุแผงวงจรไฟฟ้า โดยใช้      

สารเรืองแสง SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain ที่ความเข้มข้นต่างๆ ประกอบด้วย       

ตวัควบคุมทางบวกซึ่งเป็นดีเอ็นเอสกดัความเข้มข้น 5 นาโนกรมัต่อไมโครลิตร ปริมาตร 5 

ไมโครลิตร (PS; Positive substrate) ตวัควบคุมทางลบซึ่งเป็นวสัดุเปล่าที่ไม่มดีีเอน็เอ (NS; 

Negative substrate) และตวัอย่างดเีอน็เอจากการสมัผสัทัง้หมด 5 ตวัอย่าง (T1 ถงึ T5) 

 

 

ภำพท่ี 14 ภาพถ่ายการเรืองแสงของดีเอ็นเอจากการสมัผสับนวสัดุแผงวงจรไฟฟ้า โดยใช้      

สารเรืองแสง Diamond™ Nucleic Acid Dye ที่ความเข้มข้นต่างๆ ประกอบด้วย ตวัควบคุม

ทางบวกซึ่งเป็นดเีอน็เอสกดัความเขม้ขน้ 5 นาโนกรมัต่อไมโครลติร ปรมิาตร 5 ไมโครลติร (PS; 

Positive substrate) ตวัควบคุมทางลบซึ่งเป็นวสัดุเปล่าทีไ่ม่มดีเีอน็เอ (NS; Negative substrate) 

และตวัอย่างดเีอน็เอจากการสมัผสัทัง้หมด 5 ตวัอย่าง (T1 ถงึ T5) 
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ภำพท่ี 15 ภาพถ่ายการเรืองแสงของดีเอ็นเอจากการสมัผสับนวสัดุแผงวงจรไฟฟ้า โดยใช้      

สารเรืองแสง  SYTOX® Green Nucleic Acid Stain ที่ความเข้มข้นต่างๆ ประกอบด้วย            

ตวัควบคุมทางบวกซึ่งเป็นดีเอ็นเอสกดัความเข้มข้น 5 นาโนกรมัต่อไมโครลิตร ปริมาตร 5 

ไมโครลิตร (PS; Positive substrate) ตวัควบคุมทางลบซึ่งเป็นวสัดุเปล่าที่ไม่มดีีเอน็เอ (NS; 

Negative substrate) และตวัอย่างดเีอน็เอจากการสมัผสัทัง้หมด 5 ตวัอย่าง (T1 ถงึ T5) 

 

 

ภำพท่ี 16 ภาพถ่ายการเรืองแสงของดีเอ็นเอจากการสมัผสับนวสัดุแผงวงจรไฟฟ้า โดยใช้     

สารเรืองแสง SYBR® Safe DNA Gel stain ที่ความเข้มข้นต่างๆ ประกอบด้วย ตัวควบคุม

ทางบวกซึ่งเป็นดเีอน็เอสกดัความเขม้ขน้ 5 นาโนกรมัต่อไมโครลติร ปรมิาตร 5 ไมโครลติร (PS; 

Positive substrate) ตวัควบคุมทางลบซึ่งเป็นวสัดุเปล่าทีไ่ม่มดีเีอน็เอ (NS; Negative substrate) 

และตวัอย่างดเีอน็เอจากการสมัผสัทัง้หมด 5 ตวัอย่าง (T1 ถงึ T5) 
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ภำพท่ี 17 ภาพถ่ายการเรืองแสงของดีเอ็นเอจากการสมัผสับนวสัดุแผงวงจรไฟฟ้า โดยใช้     

สารเรืองแสงEvaGreen™ Fluorescent DNA Stain ที่ความเข้มข้นต่างๆ ประกอบด้วย          

ตวัควบคุมทางบวกซึ่งเป็นดีเอ็นเอสกดัความเข้มข้น 5 นาโนกรมัต่อไมโครลิตร ปริมาตร 5 

ไมโครลิตร (PS; Positive substrate) ตวัควบคุมทางลบซึ่งเป็นวสัดุเปล่าที่ไม่มดีีเอน็เอ (NS; 

Negative substrate) และตวัอย่างดเีอน็เอจากการสมัผสัทัง้หมด 5 ตวัอย่าง (T1 ถงึ T5) 

 

 

ภำพท่ี 18 ภาพถ่ายการเรืองแสงของดีเอ็นเอจากการสมัผสับนวสัดุแผงวงจรไฟฟ้า โดยใช้          

สารเรืองแสง GelRed™ Nucleic Acid Stain ที่ความเข้มข้นต่างๆ ประกอบด้วย ตวัควบคุม

ทางบวกซึ่งเป็นดเีอน็เอสกดัความเขม้ขน้ 5 นาโนกรมัต่อไมโครลติร ปรมิาตร 5 ไมโครลติร (PS; 

Positive substrate) ตวัควบคุมทางลบซึ่งเป็นวสัดุเปล่าทีไ่ม่มดีเีอน็เอ (NS; Negative substrate) 

และตวัอย่างดเีอน็เอจากการสมัผสัทัง้หมด 5 ตวัอย่าง (T1 ถงึ T5) 
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ภำพท่ี 19 ภาพถ่ายท่อพวีซีทีีใ่ชเ้ป็นส่วนส่วนประกอบหนึ่งของระเบดิแสวงเครื่องจ าลองภายใต้

แสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตรจากแหล่งก าเนิดแสงทางเลือกและถ่ายผ่านแว่นกรอง  

ความยาวคลื่นแสง ประกอบด้วยภาพก่อนและหลงัจากสเปรย์ด้วยชุดน ้ายาสารเรอืงแสง และ 

ภาพภายหลงัการเกบ็ดเีอน็เอทีเ่รอืงแสงดว้ยไมพ้นัส าลี 
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